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O câncer foi considerado uma das principais causas de morte no mundo, 
no ano de 2013, sendo responsável por 7,6 milhões de mortes (cerca de 
13% de todas as causas de mortes). Para 2030 estima-se 27 milhões de 
novos casos. Embora a quimioterapia ainda seja a principal terapia 
utilizada para o tratamento da doença, a morbidade associada aos 
quimioterápicos ainda é um obstáculo a ser superado. Dessa forma, a 
busca por compostos antineoplásicos, que tenham maior eficiência em 
induzir apoptose nas células tumorais e com insignificantes efeitos 
colaterais, tornou-se alvo de investigação acadêmica e da indústria 
farmacêutica. Os compostos derivados de imidas cíclicas vêm sendo 
descritos como promissores agentes antitumorais. Assim, o objetivo 
deste estudo foi investigar o efeito dos derivados de imidas cíclicas 
sobre os mecanismos de resistência tumoral e apoptose sobre células de 
linhagem de melanoma murino (B16F10), de leucemia mieloide aguda 
humana (K562) e de leucemia linfoide aguda humana (Jurkat). 
Inicialmente, foi investigado o efeito citotóxico de nove derivados de 
imidas cíclicas sobre células de linhagem de melanoma murino 
(B16F10), e determinado suas CI50. O composto 2 foi o que apresentou 
melhor atividade citotóxica, com um valor de CI50 de 77,75 ɥM (±1,3), 
por isso, foi selecionado para os demais experimentos. Os resultados 
mostram que esse composto apresenta atividade citotóxica concentração 
e tempo dependente, bloqueio das fases S e G2/M do ciclo celular, além 
do aumento de células na fase sub-G0G1, que sugere morte celular por 
apoptose. Como esses resultados foram considerados satisfatórios, o 
composto 2 e sete novos derivados de imidas cíclicas foram 
selecionados para uma nova triagem em células K562. Nessa nova 
etapa, o composto 15 demonstrou o melhor efeito citotóxico, por isso foi 
selecionado para modificações estruturais, que geraram cinco novos 
derivados (16, 17, 18, 19 e 20). O efeito citotóxico dos compostos (15, 
16, 17, 18, 19 e 20) foi avaliado em células de leucemia aguda humana 
(K562 e Jurkat), e demonstram atividade citotóxica concentração e 
tempo dependente. Foi avaliado o efeito dos compostos (15, 16, 17, 18, 
19 e 20) no ciclo celular, e estes demonstraram um bloqueio do ciclo 
celular na fase S para células Jurkat e na fase sub-G0/G1, para células 
K562 e Jurkat. A via de morte também foi avaliada por três diferentes 
metodologias, e os compostos demonstraram causar morte celular, via 
apoptose. Com esse conjunto de resultados os compostos 15, 17 e 19 
foram selecionados para avaliar o seu efeito sobre o potencial 
mitocondrial, na expressão das proteínas AIF, Bcl-2, Bax, Fas, caspase-
3 ativa, survivina, p53e Ki67. Os resultados demonstraram que os 
compostos (15, 17 e 19) causaram redução do potencial mitocondrial, 
aumento da expressão do AIF, diminuição da expressão da proteína 
antiapoptótica Bcl-2 e aumento da expressão da proteína pró-apoptótica 
Bax, sugerindo que o mecanismo de indução de apoptose desses 
compostos envolve a via intrínseca da apoptose. Ainda, nas células 
Jurkat, os compostos 15 e 17 também ativaram a apoptose pela via 
extrínseca, evidenciado pelo aumento da expressão do receptor Fas. 
Além disso, os compostos (15, 17 e 19) causaram aumento da atividade 
da proteína caspase-3 ativa, diminuição da expressão da proteína 
antiapoptótica survivina, aumento da expressão da proteína p53 e 
diminuição na expressão do marcador de proliferação celular Ki67. 
Também foi avaliado o efeito dos compostos (15, 17 e 19) sobre a 
expressão do gene abcc1, do fenótipo ABCC1 e do fenótipo LRP nas 
células K562 e Jurkat, e os resultados mostram que os compostos 
causaram diminuição da expressão constitutiva do gene abcc1 e da 
proteína LRP nas células K562 e Jurkat. Em conjunto, os resultados aqui 
expostos, sugerem que os compostos 15, 16, 17, 18, 19 e 20 causaram 
bloqueio do ciclo das células K562 e Jurkat, e, consequentemente, 
diminuição da proliferação celular, o que resulta na indução da apoptose 
via mecanismo intrínseco e/ou extrínseco, além de inibir os mecanismos 
de resistência à quimioterapia nessas células através da redução da 
transcrição do gene abcc1 e pela diminuição da expressão de LRP,  Bcl-
2 e survivina. 
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In 2008, cancer was considered a major cause of death in the world, 
accounting for 7.6 million deaths (around 13% of all causes of death). 
For 2030, 27 million new cases of cancer are estimated. Although 
chemotherapy is still the main therapy used for the treatment of this 
disease, the morbidity associated with chemotherapeutic drugs is still an 
obstacle to be overcome. Thus, the search for new anticancer 
compounds, with higher efficiency in inducing apoptosis in tumor cells 
with negligible side effects, has become an important target of the 
pharmaceutical industry. The compounds derived from cyclic imides 
have been described as promising with antitumor agents. The aim of this 
study was to investigate the effects of derivatives of cyclic imides on the 
mechanisms of tumor resistance and apoptosis in murine melanoma 
cells (B16F10), human acute myeloid leukemia cells (K562) and human 
acute lymphoblastic leukemia cells (Jurkat). First we have investigated 
the cytotoxic effect of nine derivatives of cyclic imides in murine 
melanoma cells (B16F10), and their IC50 have been calculated. 
Compound 2 has shown the best cytotoxic activity with an IC50 value of 
77.75 ɥM (±1.3), therefore, it was selected for further studies. The 
results have shown that this compound reduced the cell viability in a 
concentration and time-dependent manner, caused cell cycle arrest in S 
and G2/M phases and increased the number of cells in the sub-G0G1 
phase, suggesting cell death by apoptosis. For these promising results, 
compound 2 and seven new derivatives of cyclic imides have been 
selected for a new screening in K562 cells. In this new stage, compound 
15 has shown the best cytotoxic effect, so it was selected for structural 
modifications, which has generated five new compounds (16, 17, 18, 19 
and 20). The cytotoxic effects of these compounds (15, 16, 17, 18, 19 
and 20) have been evaluated in K562 and Jurkat cells, and they have 
demonstrated a cytotoxic concentration-and-time-dependent activity. 
The effects of these compounds (15, 16, 17, 18, 19 and 20) on cell cycle 
have demonstrated a blockage in S phase for Jurkat cells and in sub-
G0/G1 phase in K562 and Jurkat cells. Apoptosis has been evaluated and 
confirmed by three different methodologies. Based on these results, 
compounds 15, 17 and 19 have been selected to evaluate their effects on 
the mitochondrial potential and on the expression of AIF, Bcl-2, Bax, 
Fas, caspase-3 active, survivin, Ki67 and p53 proteins. These 
compounds (15, 17, 19) have reduced the mitochondrial potential and 
have caused increased expression of AIF, decreased expression of 
antiapoptotic protein Bcl-2 and increased expression of pro-apoptotic 
protein Bax, which suggests that the apoptosis caused by the compounds 
involves the intrinsic pathway. In Jurkat cells, apoptosis caused by 
compounds 15 and 17 also involves the extrinsic pathway, as it has been 
evidenced by the increased expression of Fas receptor. Furthermore, the 
compounds (15, 17, 19) have increased the activity of caspase-3 active 
and the expression of p53 protein, and they have decreased the 
expression of antiapoptotic survivin and the cell proliferation marker 
Ki67 proteins. The effect of these compounds (15, 17, 19) have also 
been evaluated on abcc1 gene expression, on ABCC1 phenotype and on 
LRP phenotype in Jurkat and K562 cells. The results have shown that 
the compounds reduced the constitutive expression of abcc1 gene and 
the expression of LRP protein in Jurkat and K562 cells. Together, these 
results suggest that compounds 15, 16, 17, 18, 19 and 20 cause cell 
cycle blockage in Jurkat and K562 cells and, therefore, decrease cell 
proliferation, which result in the induction of apoptosis by intrinsic 
and/or extrinsic pathways and in the inhibition of the resistance 
mechanisms to chemotherapy in these cells by reducing the transcription 
of abcc1 gene and by decreasing the expression of LRP, survivin and 
Bcl-2 proteins. 
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CAPÍTULO 1: INTRODUÇÃO 
           A presença de câncer na humanidade já é conhecida há milênios. 
Os primeiros relatos sobre tumores de mama datam 3000 a.C. No 
entanto, somente em 460-375 a.C. o termo carcinoma foi utilizado, por 
Hipócrates, para descrever formação de tumores ulcerativos. Já os 
registros que designam a causa das mortes como câncer, só passaram a 
existir na Europa a partir do século XVIII (INCA, 2012), desde então, 
observou-se o aumento constante nas taxas de mortalidade por câncer, 
que parecem acentuar-se após o século XIX, com a chegada da 
industrialização (WHO, 1998). 
           Nas últimas décadas, o câncer ganhou maior dimensão, tornando-
se um evidente problema de saúde pública em âmbito mundial. Em 2008 
foi considerado uma das principais causas de morte no mundo, sendo 
responsável por 7,6 milhões de mortes (cerca de 13% de todas as 
mortes) (FERLAY et al., 2010; WHO, 2012). A Organização Mundial 
da Saúde (OMS) estima, para o ano de 2030, 27 milhões de novos casos, 
17 milhões de mortes e, que, 75 milhões de pessoas estejam vivendo 
com a doença. No Brasil, o cenário não é diferente, desde 1960 as 
doenças parasitárias deixaram de ser a maior causa de morte, sendo 
substituídas pelas doenças do aparelho circulatório e neoplasias. 
Acredita-se que esta mudança tenha como principal fator o 
envelhecimento da população, resultante do intenso processo de 
urbanização e das ações de promoção e recuperação da saúde (INCA, 
2011). 
           Seguindo esta tendência mundial, no Brasil foram registrados 
518.510 novos casos de câncer, em 2012, dentre os quais o melanoma e 
as leucemias encontram-se entre os mais frequentes. Segundo o Instituto 
Nacional do Câncer (INCA), para o ano de 2012 serão 6.230 novos 
casos de melanomas e 8.510 novos casos de leucemia, sendo estas 
estimativas de 2012 válidas também para o ano de 2013 (INCA, 2011). 
A elevada incidência das neoplasias malignas reforça a magnitude do 
problema e justifica novos investimentos em pesquisa na área de 




1.1 OBJETIVO GERAL 
           Investigar o efeito de derivados de imidas cíclicas sobre os 
mecanismos de resistência tumoral e apoptose em células de linhagem 
de melanoma murino (B16F10), de leucemia mieloide aguda humana 
(K562) e de leucemia linfoide aguda humana (Jurkat).  
 
1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
1. Investigar o efeito citotóxico de nove derivados selecionados de 
imidas cíclicas sobre células de linhagem de melanoma murino 
(B16F10), e determinar suas CI50. 
2. Selecionar o derivado de imida cíclica com maior atividade citotóxica 
e determinar suas respostas em relação à concentração e ao tempo de 
incubação em células de linhagem de melanoma murino (B16F10). 
3. Verificar se a imida cíclica selecionada causa morte celular por 
apoptose, nas células de melanoma murino (B16F10).  
4. Analisar o efeito da imida cíclica selecionadasobre o ciclo celular das 
células de melanoma murino (B16F10). 
5. Investigar o efeito citotóxico da imida cíclica selecionada e mais sete 
novos derivados de imidas cíclicas sobre células de linhagem de 
leucemia mieloide aguda humana (K562).  
6. Selecionar os compostos com maior atividade citotóxica para 
determinar a resposta dos compostos em relação à concentração e ao 
tempo de incubação, e determinar suas CI50 em células de linhagem de 
leucemia mieloide aguda humana (K562) e de leucemia linfoide aguda 
humana (Jurkat).  
7. Verificar se as imidas cíclicas selecionadas causam morte celular por 
apoptose, nas células de linhagem deleucemia mieloide aguda humana 
(K562) e de leucemia linfoide aguda humana (Jurkat).  
8. Analisar o efeito das imidas cíclicas selecionadas no ciclo celular das 
células de linhagem de leucemia mieloide aguda humana (K562) e de 
leucemia linfoide aguda humana (Jurkat).  
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9. Investigar o efeito das imidas cíclicas selecionadas sobre o potencial 
mitocondrial das células de linhagem de leucemia mieloide aguda 
humana (K562) e de leucemia linfoide aguda humana (Jurkat).  
10. Investigar se o efeito citotóxico das imidas cíclicas selecionadas 
sobre células de leucemia mieloide aguda humana (K562) e de leucemia 
linfoide aguda humana (Jurkat), envolve as proteínas reguladoras da 
apoptose: proteína AIF; proteína antiapoptótica Bcl-2, proteína pró-
apoptótica Bax, proteína Fas, proteína Caspase-3 ativa, proteína 
antiapoptótica survivina, e proteína p53. 
11. Investigar o efeito das imidas cíclicas selecionadas sobre o marcador 
de proliferação celular Ki67 sobre células de linhagem de leucemia 
mieloide aguda humana (K562) e de leucemia linfoide aguda humana 
(Jurkat).  
12. Investigar o efeito das imidas cíclicas selecionadas sobre a expressão 
do gene e proteínas de resistência a múltiplos fármacos (abcc1/ABCC1 
e LRP) em células de linhagem de leucemia mieloide aguda humana 






CAPÍTULO 2: REVISÃO DA LITERATURA 
2.1 CÂNCER 
O termo “câncer” vem do grego Karkinos, “caranguejo”, o qual 
se refere ao potencial invasivo da doença para outros tecidos. 
Atualmente, câncer é uma designação utilizada para descrever um 
conjunto de mais de 100 doenças, que apresentam em comum, 
alterações genéticas, que culminam em uma desordem no processo de 
morte celular, o que resulta na proliferação celular anormal, com 
capacidade de invadir tecidos e órgãos e perda de suas funções originais 
(HANAHAN; WEINBERG, 2000; ROBBINS, 2000; FENECH, 2002). 
Em alguns tipos de câncer, a origem celular, o local do 
organismo, o padrão de crescimento e a variabilidade individual podem 
influenciar nas características tumorais, como acontece com os 
melanomas; entretanto, em alguns tipos, como nas leucemias, o 
crescimento tumoral é difuso (KELVES, 1997; FRANKS; TEICH, 
1998; HANAHAN; WEINBERG, 2000; SWERDLOW, 2008; ARORA; 
ATTWOOD, 2009). 
2.2 MELANOMAS 
A origem do melanoma não se sabe ao certo, embora já 
constasse nas escrituras de Hipócrates (460 a 375 a.C.) uma descrição 
pertinente a ele. O que se tem conhecimento é que o termo “melanoma” 
só veio a ser reconhecido em 1838, quando Robert Carsweel o utilizou 
para descrever lesões malignas pigmentadas da pele (WELCH; 
GOLDBERG, 1997).  
Hoje, o termo é utilizado para descrever um tumor maligno de 
origem neuroectodérmica, que resulta da transformação dos melanócitos 
epidérmicos, que migram da crista neural para toda epiderme durante a 
embriogênese. Os melanócitos não formam a pele, mas estão 
distribuídos dentro das junções das camadas epidérmicas e dérmicas 
(ALONSO et al., 2004; POSTOVIT et al., 2006;  COSTACHE et al., 
2007; AZULEY 2008; IBRAHUM; HALUSKA, 2009). 
Normalmente os melanócitos estão quiescentes, mas podem 
apresentar discreta atividade mitótica, sob estímulos agressivos ou 
ambientais, como ocorre na cicatrização ou radiação ultravioleta, 
podendo também produzir pigmentos citoprotetores, como por exemplo, 
a melanina, pigmento responsável pela coloração da pele 
(SATAYAMOORTHY; HERLYN, 2002; POSTOVIT et al., 2006; 
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COSTACHE et al., 2007), que apresenta como função a absorção dos 
raios ultravioletas solares, protegendo as células dos possíveis danos 
causados pelo sol (IBRAHUM; HALUSKA, 2009).   
O melanoma cutâneo se origina da transformação maligna dos 
melanócitos, devido a múltiplas e progressivas alterações no DNA 
celular. É considerada uma das neoplasias mais agressivas, devido aos 
mecanismos de invasão e disseminação, que são características 
intrínsecas dos melanócitos. O melanoma cutâneo apresenta grande 
potencial de metástase, mesmo em fases iniciais de sua manifestação, 
razão pela qual constitui uma das neoplasias mais graves dentre as 
lesões de pele, com alto índice de mortalidade associado, quando 
diagnosticado tardiamente (BENETT, 2003; WEINLICH, 2003; 
HOMSI, 2005).  
Evidências indicam que os exossomos são os mediadores destas 
metástases, pois essas microvesículas (exossomos) carregam proteínas e 
materiais genéticos, como o RNA mensageiro e o microRNA das células 
tumorais, para a corrente sanguínea ou do sistema linfático,  e, dessa 
forma podem circular pelo corpo e se instalar em outros locais do 
organismo (RATAJCZAK et al.; 2006; SKOG et al., 2008; HOOD, 
SAN, WICKLINE, 2011; PEINADO et al., 2012). Entretanto os 
mecanismos celulares e moleculares envolvidos nesse processo ainda 
não foram completamente esclarecidos (HIRATSUKA et al., 2006; 
OSKARSSON et al.; 2011; PEINADO et al., 2012). 
A incidência de melanoma primário, que historicamente era 
baixa, vem aumentando gradualmente nas últimas quatro décadas, 
principalmente em populações de pele clara, que aparentemente 
parecem apresentar mais suscetibilidade para esse tipo de tumor, 
hipótese que se baseia no fato de sua ocorrência ser significativamente 
maior em populações de pele clara, quando comparada à populações 
negras e amarelas (WATERHOUSE, 1987; TOMATIS, 1991, KOH; 
GELLER, 1998; ARORA; ATTWOOD, 2009; STRATIGOS; 
KATSAMBAS, 2009; WARGO; TANABE, 2009). Esses dados podem 
explicar a alta incidência dessa doença no Sul do Brasil, pois além do 
buraco na camada de ozônio, nessa região observa-se uma população 
predominantemente de origem caucasiana. 
Além da pele clara, existem outros fatores de risco, entre eles 
pode-se destacar: a história prévia de câncer de pele, história familiar de 
melanoma, nevo congênito, maturidade (após 15 anos de idade a 
propensão para este tipo de câncer aumenta), xeroderma pigmentoso 
(doença congênita que se caracteriza pela intolerância total da pele ao 
sol, com queimaduras externas, lesões crônicas e tumores múltiplos), 
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nevo displásico (lesões escuras da pele com alterações celulares pré-
cancerosas) e a exposição excessiva ao sol (GELLER, 2002; HOMSI, 
2005; ARORA; ATTWOOD, 2009; IBRAHIM; HALUSKA, 2009; 
STRATIGOS; KATSAMBAS, 2009).  
Em geral a progressão da neoplasia apresenta duas fases 
distintas: fase inicial e fase tardia. Na fase inicial, a lesão apresenta 
crescimento radial, é plana e pequena, e possui comportamento menos 
agressivo. Na fase tardia, o crescimento da lesão passa a ser vertical, as 
células malignas se localizam, mais profundamente, na derme reticular 
podendo, inclusive, invadir o subcutâneo, e apresentam pior 
prognóstico. Sua agressividade é proporcional à capacidade de infiltrar a 
derme, na transição de crescimento radial para crescimento vertical 
(WAINSTEIN; BELFORT, 2004; ARORA; ATTWOOD, 2009). 
As lesões melanocíticas apresentam algumas características que 
permitem o seu reconhecimento, estas são: alterações de cor, tamanho, 
forma e superfície, crescimento rápido, descamação, ulceração, 
sangramento, prurido, dor e desenvolvimento de áreas papulosas ou 
nodulares sobre máculas pigmentadas (FRIEDMAN et al., 1991; 
STRATIGOS; KATSAMBAS, 2009).  
Quando diagnosticado em fase precoce, o melanoma é 
potencialmente curável, embora apresente letalidade ainda bastante alta 
nos casos de diagnóstico tardio (AZEVEDO; MENDONÇA, 1992, 
KOH; GELLER, 1998; STRATIGOS; KATSAMBAS, 2009). Nos 
estágios iniciais da doença a intervenção cirúrgica é a principal 
modalidade de tratamento, no entanto, a quimioterapia e radioterapia 
também podem ser utilizadas, dependendo do estágio da doença 
(SATAYAMOORTHY; HERLYN, 2002; WARGO; TANABE, 2009).  
Vários tipos de fármacos estão sendo usados para combater o 
melanoma, como a dacarbazina, a temozolomida, as nitrosureias, os 
análogos da platina e os agentes com ação nos microtúbulos (os 
alcaloides da vinca e taxanos), porém apresentam eficácia limitada 
(GARBE et al., 2011). Uma das principais causas desta limitação reside 
na resistência da doença ao fármaco, além disso, embora a quimioterapia 
seja um método eficaz para eliminação das células neoplásicas, ela 
também atinge as células sadias (IBRAHIM; HALUSKA, 2009; RASS 
et al., 2009; GARBE et al., 2011). Outra limitação deste procedimento é 
que os fármacos que têm se demonstrado efetivos contra melanoma 
apresentam vários efeitos colaterais agudos e crônicos, tais como 
náuseas, vômitos, nefrotoxicidade, insuficiência renal, mucosite, anemia 
e outros cânceres secundários (SÁNCHEZ-SUÁREZ et al., 2008). 
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2.3 LEUCEMIAS 
O primeiro relato de um caso de leucemia na literatura médica 
data 1827, quando o médico francês Alfred-Armand-Louis-Marie 
Velpeau descreveu um caso de uma senhora de 63 anos, que 
desenvolveu uma doença caracterizada por febre, fraqueza, cálculos 
renais, hepatomegalia e esplenomegalia, além de apresentar uma 
consistência sanguínea diferente das normalmente encontradas em 
outros indivíduos. Algum tempo depois (1845), o patologista Bennet 
usou o termo "leucocythemia" para descrever a causa da morte de uma 
série de pacientes, que apresentavam em comum o aumento do baço e 
mudanças na cor e consistência do sangue. Assim, em 1856, o 
patologista Rudolf Virchow criou o termo leucemia (HOFFMAN et al., 
2005). 
Hoje o termo define um grupo de neoplasias malignas que 
afetam as células tronco-hematopoiéticas, também denominadas de Stem 
cells. As leucemias caracterizam-se pela proliferação anormal de um 
clone de células hematopoiéticas anormais, com alterações na 
diferenciação, maturação e regulação da hematopoiese. A proliferação 
descontrolada das células leucêmicas inibe a produção das células 
sanguíneas normais, como os leucócitos, os eritrócitos e as plaquetas, o 
que leva os indivíduos afetados a sofrerem com anemias, desordens 
hemorrágicas, e estarem mais sujeitos a infecções (ZAGO, 2005; 
SWERDLOW et al., 2008; PUI, 2009).  
A transformação leucêmica pode ocorrer em diferentes fases da 
diferenciação de precursores linfoides ou mieloides, o que a caracteriza, 
sob os aspectos biológico e morfológico, como uma doença 
heterogênea. Por constituírem um grupo heterogêneo de doenças, as 
leucemias diferem quanto à etiologia, à patogênese, ao prognóstico e à 
resposta ao tratamento (PUI; EVANS, 1998; LOPES; MENDES, 2000; 
SANTOS-SILVA, 2002; BAIN, 2003; ZAGO, 2005). 
Em linhas gerais, as leucemias podem ser divididas em 
linfoides e mieloides, e em agudas e crônicas, de acordo com a linhagem 
e estágio de maturação dos precursores afetados (BENNETT et al., 
1976; BENNETT et al., 1985; BENNETT et al.,  1988; BENNETT et 
al., 1991; JAFFE et al., 2001; SWERDLOW et al., 2008). As leucemias 
crônicas caracterizam-se pela proliferação descontrolada de células 
hematopoiéticas, que mantém a capacidade parcial de diferenciação 
celular, o que não ocorre nas leucemias agudas, onde existe um 
predomínio de células imaturas (linfoblastos ou mieloblastos), as quais 
são incapazes de se diferenciar em células maduras, devido a um 
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bloqueio maturativo. Essa diferença faz com que as leucemias agudas 
apresentem um pior prognóstico, pois se não tratadas adequadamente 
podem levar o paciente a óbito em dias ou semanas, enquanto que nas 
leucemias crônicas o curso clínico é mais brando. Quando o bloqueio 
maturativo ocorre na linhagem mieloide dá origem às leucemias 
mieloides (LMs) e, quando afeta a linhagem linfoide, origina as 
leucemias linfoides (LLs) (BENNETT et al., 1976; BENNETT et al., 
1985; BENNETT et al.,  1988; BENNETT et al., 1991; FRANKS; 
TEICH, 1998; PUI; EVANS, 1998; WANG; CHEN, 2000; BÉNÉ, 
2001; JAFFE et al., 2001; SANTOS-SILVA, 2002; BAIN, 2003; 
ZAGO, FALCÃO, PASQUINI, 2005; SWERDLOW et al., 2008; 
ROBAK, WIERZBOWSKA, 2009). 
A leucemia linfoide aguda (LLA) é a neoplasia mais frequente 
na infância, corresponde a 30-35% dos casos, sua maior incidência 
ocorre entre 2 e 5 anos de idade, sendo quatro vezes mais frequente que 
a leucemia mieloide aguda (LMA) (BARBOSA, 2002; BAIN, 2003; 
SMITH, 2006). Diferentemente do que ocorre em crianças, que 
apresentam uma probabilidade de sobrevida livre de doença, em 5 anos 
após o tratamento, de 75-80% dos casos, pacientes adultos com LLA 
não respondem bem à quimioterapia, apresentam uma probabilidade de 
sobrevida livre de doença em  apenas 40% dos casos (PUI et al., 2004). 
Por outro lado, 20-25% dos casos de LLA infantil recidivam durante o 
tratamento. Considerando que as LLAs correspondem a 30% dos 
cânceres pediátricos, a recidiva em LLA é apontada como um dos 
maiores problemas da oncologia pediátrica (PUI, 1997; ZAGO et al, 
2005).  
A etiologia das LLAs ainda permanece desconhecida, porém 
alguns fatores de risco têm sido associados a esta doença, entre estes, 
podemos destacar a radiação ionizante, produtos químicos diversos e as 
imunodeficiências, além de polimorfismos genéticos e de algumas 
anomalias cromossômicas constitucionais, como síndrome de Down, 
síndrome de Bloom, anemia de Fanconi e ataxia-telangiectasia (PUI et 
al., 2008). Os sintomas clínicos são resultantes da invasão medular pelas 
células leucêmicas e apresentam-se como fadiga e sangramento em 
decorrência da anemia e da plaquetopenia, respectivamente, em 50% 
dos pacientes, observa-se febre ao diagnóstico, a qual está relacionada 
com a liberação de citocinas pelas células leucêmicas ou infecção, além 
disso, a linfoadenopatia generalizada, a esplenomegalia e a 
hepatomegalia também são sinais comuns, pois as células leucêmicas 
infiltram muitos tecidos no organismo, e em 4-7% dos pacientes pode-se 
observar manifestações de comprometimento do sistema nervoso central 
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(SNC) como cefaleia, rigidez da nuca, vômitos e letargia, uma rápida 
instalação de inconsciência normalmente indica hemorragia 
subaracnoidea (PEJOVIC; SCHWARTZ, 2002; KEBRIAEI et al, 2003; 
ZAGO et al, 2005).  
O diagnóstico das LLAs é realizado por meio de análise de 
amostras de sangue periférico e/ou da medula óssea obtidos antes do 
início do tratamento quimioterápico. Em 2008 a OMS estabeleceu, com 
base nas características morfológicas, citoquímicas,  imunofenotípicas e 
clínicas, novos critérios para o diagnóstico das LAs, no qual são 
considerados a origem e a linhagem celular, o estágio de maturação e o 
tipo de anormalidade citogenética ou molecular envolvida na patogênese 
da doença. A partir desses critérios, a OMS propôs uma nova 
classificação para neoplasias do sistema hematopoiético e linfoide. 
Dessa forma, as LLAs foram subdivididas em duas categorias: 
leucemia/linfoma linfoblástica T (LLA-T) e leucemia/linfoma 
linfoblástica B (LLA-B). Essa última categoria ainda foi subdivida em 
duas subcategorias: leucemia/linfoma linfoblástica B associada à 
anormalidades genéticas recorrentes e leucemia/linfoma linfoblástica B, 
não categorizada nos ítens anteriores (SWERDLOW et al., 2008). 
Como visto anteriormente, na leucemia mieloide aguda (LMA) 
há proliferação do precursor mieloide. O termo mieloide inclui todas as 
células que pertencem as linhagens celulares granulocítica (neutrófilos, 
eosinófilos, basófilos), monócitos, eritrócitos, megacariócito e 
mastócitos (ZAGO et al., 2005; WILLIAMS, 2006). As LMAs 
acometem adultos e crianças, entretanto, na infância sua incidência é 
baixa (15 a 20% das LAs da infância), já na idade adulta a prevalência 
aumenta conforme a idade, sendo responsável por 25 a 30% das 
leucemias ocorridas entre 10 e 15 anos de idade, e atingindo 80 a 90% 
das leucemias agudas em adultos acima de 45 anos, além de ser mais 
comumente encontradas em homens do que em mulheres (SANDLER et 
al., 1997; DILLER et al., 2002; BAIN, 2003). Apesar de ser considerada 
a mesma doença, adultos e crianças com LMA apresentam diferentes 
características clínicas, prognósticas e resposta ao tratamento. Diferente 
das LLAs, as LMAs em crianças têm pior prognóstico, e 
aproximadamente um terço das portadoras recidivam (RUBNITZ, 2008; 
SHAH; AGARWAL, 2008). Em adultos, o cenário não é muito 
diferente, pois apesar de 50% a 85% dos pacientes adultos, com LMA, 
atinjam a remissão após o tratamento (dependendo do subtipo de LMA), 
a maioria recidiva e vai a óbito após dois anos em remissão (SHIPLEY; 
BUTERA, 2009; ROBAK; WIERZBOWSKA, 2009).  
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A etiologia da LMA, ainda permanece desconhecida. Porém 
alguns fatores de risco têm sido associados a esta doença, entre estes, 
pode-se destacar a exposição a agentes ambientais como 
quimioterápicos e radiação ionizante, além de raras ocasiões em que a 
LMA é atribuída à herança genética (LINET, 1985; SANDLER et al., 
1997). Os sintomas clínicos são ocasionados pela falência da 
hematopoese normal e incluem anemias, risco de infecção e 
sangramentos, além de queixas como mal-estar (que podem inclusive 
preceder alguns meses do diagnóstico), dores ósseas, artralgia com ou 
sem edema, palidez, fraqueza, febre (ocasionada pela própria doença ou 
infecções secundárias), perda de peso, hiperplasia gengival, coagulação 
intravascular disseminada (CIVD), infiltração cutânea cloroma, mieloma 
ou sarcomas granulocíticos, entre outros. Alguns achados clínicos são 
compatíveis com determinados tipo de LMAs (COHEN et al., 1988; 
AVVISATI et al., 2001).  
O diagnóstico das LMAs também é realizado por meio de 
análise de amostras de sangue periférico e/ou da medula óssea obtidos 
antes do início do tratamento quimioterápico. As características de 
morfologia, citoquímica, imunofenotiagem e clínicas são usadas para 
estabelecer a linhagem celular e para avaliação de sua maturação 
(SWERDLOW et al., 2008, VARDIMAN et al, 2009). Segundo a 
Classificação da OMS, publicada em 2008, a LMA é subdividida em 
sete subcategorias, como segue: LMA associada a anormalidades 
genéticas recorrentes, LMA com alterações relacionadas com 
mielodisplasia, neoplasias mieloides associadas ao tratamento, LMA 
não categorizada nos ítens anteriores, sarcoma mieloide, proliferação 
mieloide relacionada com síndrome de Down e neoplasia de células 
blásticas dendríticas plasmocitoides (SWERDLOW et al., 2008).  
Diversas formas de terapia vêm sendo utilizadas no tratamento 
de leucemias, como: radioterapia, quimioterapia, imunoterapia e 
transplante de medula óssea. Embora o transplante de medula óssea seja 
eficaz na remissão completa das leucemias, apresenta restrições clínicas 
e sócioeconômicas para o paciente. Por isso, a quimioterapia ainda é a 
terapia antileucêmica de escolha, na qual, vários medicamentos 
anticancerígenos são utilizados de forma combinada, ou como agentes 
isolados (GOL B et al., 2001; BITTENCOURT et al., 2003; ROBAK e 
WIERZBOWSKA, 2009; THOMAS, 2009). 
A quimioterapia atualmente utilizada para o tratamento das 
leucemias agudas é dividida em diferentes fases. Para as LLAs o 
tratamento em geral é constituído em fase de indução, terapia de 
consolidação e de manutenção, além da profilaxia e/ou tratamento do 
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sistema nervoso central (SNC) e transplante de células tronco. Já para as 
LMAs o tratamento é constituído de duas fases: a quimioterapia de 
indução e a terapia de pós-remissão (CORNELL; PALMER, 2012; 
NCCN, 2012a; NCCN, 2012b). A fase de indução tem como objetivo 
alcançar a remissão completa, ou seja, induzir a apoptose dos blastos 
leucêmicos. A terapia de pós-remissão ou consolidação é utilizada assim 
que a remissão completa é alcançada e objetiva evitar uma recidiva da 
doença, diminuindo a quantidade de células leucêmicas a quantidades 
não detectadas laboratorialmente. A fase de manutenção, realizada nos 
casos de LLA, pode durar de um a dois anos e tem como objetivo 
prevenir que o paciente tenha recidiva após a realização das terapias de 
indução e consolidação. Já a profilaxia e/ou tratamento do sistema 
nervoso central, realizada também nos casos de LLA, tem como objetivo 
eliminaras as células de locais onde os quimioterápicos de uso 
sistêmico, não chegam facilmente (NCCN, 2012a).  
A morbidade associada aos quimioterápicos e a resistência ao 
tratamento de LAs ainda são obstáculos significativos (HERR; 
DEBATIN, 2001; ELSAYED; ISMAIL; MONEER, 2011). Por isso, a 
busca por compostos antineoplásicos que tenham maior eficiência em 
induzir morte das células tumorais e, que sejam de fácil administração, 
pois a maioria dos quimioterápicos, atualmente, necessita de 
administração endovenosa prolongada, e com poucos ou insignificantes 
efeitos colaterais, tornou-se um grande alvo de investigação da indústria 
farmacêutica. 
 
2.4 IMIDAS CÍCLICAS 
Entre os compostos sintéticos com possível atividade 
antitumoral encontra-se uma classe denominada como imidas cíclicas, 
as quais são obtidas geralmente por síntese orgânica e resultante da 
reação entre ácidos dicarboxílicos e amônia, com consequente liberação 
de água. A síntese orgânica tem contribuído significativamente para o 
desenvolvimento de novos fármacos, sendo responsável por cerca de 
75% dos fármacos existentes no mercado farmacêutico (CECHINEL 
FILHO et al., 2003). 
Esta classe de compostos pode ser subdividida em sub-classes, 
dentre elas as maleimidas, succinimidas, glutarimidas, ftalimidas e 
naftalimidas, bem como seus respectivos derivados (HAERGRAVES et 
al., 1970). No Esquema 1, pode-se observar a estrutura geral das imidas 
cíclicas (–CO-N(R)-CO-), onde R’ pode ser um átomo de hidrogênio, 
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grupo alquila ou grupo arila. A maioria destes compostos é constituído 
por um sistema cíclico com menos de 7 átomos de carbono (NUNES, 
1986). 
 







As imidas cíclicas possuem propriedades farmacológicas que 
chamam a atenção de diversos investigadores, destacando-se as 
atividades antinociceptiva (ANDRICOPULO et al., 1996), anti-
inflamatória (CALIXTO et al., 1984), antimicrobiana (CECHINEL 
FILHO 1994;. ASBURY et al, 1994) e antitumoral (ASBURY et al., 
1994; COSTANZA et al, 1995; FOURNEL et al., 2002; HU et al., 2007; 
OTT et al., 2008, 2009; WU et al., 2009; CHEN et al., 2010; 
MUKHERJEE et al., 2010; LI et al., 2011; OTT et al., 2011). Os efeitos 
farmacológicos atribuídos a estes compostos parecem estar relacionados 
com o tamanho e natureza dos grupos substituintes do anel imídico, que 
podem mudar suas propriedades estéricas, alterando, consequentemente, 
sua atividade (KIER; ROCHE, 1967; HALL; WONG; SCOVILL, 1995; 
CECHINEL FILHO et al, 2003).  
Como um exemplo bem conhecido de imida cíclica, pode-se 
citar a talidomida, cujos efeitos são bem conhecidos, e apesar dos efeitos 
adversos descritos no passado, estudos evidenciaram a utilidade deste 
fármaco para o tratamento de diversas doenças (SINGHAL et al., 1999; 
FINE et al.; 2000; HWU et al.; 2003), inclusive de tumores sólidos, por 
interferir na formação dos vasos sanguíneos (FOLKMAN, 1990) e 
também para o  tratamento de mieloma múltiplo (ROSA et al., 2010).  
Além da talidomida, várias outras imidas cíclicas já foram 
estudadas e seus resultados encontram-se bem documentados, como o 
mitonafida, o amonafida e seus derivados, que demonstraram 
significativa atividade antitumoral sobre diversos tipos de tumores, 
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especialmente leucemias, melanomas e tumores de mama (OTT et al., 
2001; MUKHERJEE et al., 2010). Esses compostos já foram alvo de 
diversos ensaios clínicos, sem nunca entrarem no mercado devido a sua 
toxicidade dose limitante (QUAQUEBEKE et al., 2007; OTT et al., 
2008; INGRASSIA et al.; 2009; OTT et al., 2009; WU et al., 2009; 
CHEN et al., 2010; LI  et al., 2011).  Ratain e colaboradores (1991 e 
1995) em seus estudos demonstraram que a atividade tóxica apresentada 
pelo amonafida se deve ao grupamento amino presente na sua estrutura, 
o qual é metabolizado em N-acetil-amonafida, pela enzima N-
acetiltransferase 2, sendo este grupamento o responsável pelos efeitos 
tóxicos.  
As nafthalimidas em geral e o amonafida em particular, 
exercem sua atividade antitumoral por alterar o processo de duplicação 
celular, pela intercalação no DNA, inibição da topoisomerase II, indução 
de permeabilidade da membrana e apoptose (MILLER et al., 1994; 
CHEN et al., 2010; LI et al., 2011). A topoisimerase II está envolvida 
nos processos de duplicação, transcrição, recombinação e condensação 
nuclear. Os compostos que exercem atividade antineoplasica por essa 
via geralmente induzem toxicidade dose limitante e a resistência a 
múltiplos fármacos (MDR) (ZHU et al.; 2007).  
Outras imidas também exercem sua atividade antitumoral por 
intercalação com o DNA, como a acridina não-substituída, a proflavina 
(NORMAN et al., 1990) e a poliamina (BRANA et al., 1997; GAMAGE 
et al., 2001; BAILLY et al., 2003). Essas imidas modificam a estrutura 
do DNA e impedem a sua duplicação, por isso, são de grande 
importância como agentes quimioterápicos (NORMAN et al., 1996; 
BRANA et al., 1997; GAMAGE et al., 2001; BAILLY et al., 2003). 
Além dessas imidas, a sulfonamida e seus derivados também 
vêm demonstrando bons resultados em ensaios in vitro e in vivo, 
demonstram atividade citotóxica contra diversas linhagens tumorais, e 
ausência de toxicidade em camundongos (FOURNEL et al., 2002; HU 
et al.,2007). As sulfonil-hidrazonas foram capazes de eliminar tumores 
em 20-80% de camundongos leucêmicos, após seis dias de tratamento 
(LOH et al., 1980) pela inibição seletiva da fosfoinositida-3-quinase, 
que é sobre-expresso em 30% dos tumores (KENDALL et al., 2007). 
Outros trabalhos, in vitro, também demonstram resultados 
expressivos de alguns derivados de imidas cíclicas como potenciais 
agentes antitumorais, frente a diferentes tipos de linhagens celulares 
(HeLa, A549, P388, HL-60, MCF-7, HCT-8, e A375) com valores de 
IC50 de 10-6 a 10-5 M (ANTONINI et al.; 2008; NORTON et al.; 2008; 
WU et al.; 2009).  
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Os resultados encontrados nesses trabalhos justificam a 
realização de novos estudos com o grupo das imidas cíclicas, com o 
intuito de investigar novos alvos farmacológicos para o tratamento do 
melanoma e das leucemias agudas, os quais apresentem menor 
toxicidade sistêmica e com isso diminuição da morbidade associada aos 
quimioterápicos, o que influi na qualidade de vida dos indivíduos 
portadores desses tipos de neoplasias. 
 
2.5 VIAS DE MORTE CELULAR 
Entender os mecanismos celulares relacionados à morte das 
células neoplásicas, induzida por agentes citotóxicos, é um passo 
fundamental na busca por novos quimioterápicos, pois a morte das 
células em um tecido não é um acontecimento necessariamente 
aleatório, mas sim um fenômeno que pode ser programado no tempo e 
controlado na sua gênese (FERREIRA; ROCHA, 2004).  
Em geral, os processos de morte celular podem ser classificados 
de acordo com suas características morfológicas e bioquímicas, em 
apoptose e necrose (RENVOIZÉ et al., 1998; DEBNATH; 
BAEHRECKE; KROEMER, 2005). Porém mais recentemente outras 
vias de mortes vêm sendo descritas, entre elas, pode ser destacada a 
autofagia, processo no qual porções do citoplasma são encapsuladas por 
uma membrana, originando estruturas denominadas autofagossomos, os 
quais irão se fusionar com os lisossomos, e, posteriormente, ser 
degradados pelas hidrolases lisossomais (DEBNATH; BAEHRECKE; 
KROEMER, 2005; GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007). Além 
dessa via, outra que vem sendo estudada, a NETosis (Neutrophil 
Extracelular Traps) que pode ser considerada uma via de morte, pois 
durante o processo ocorre a morte dos neutrófilos. Nessa via, os 
neutrófilos, ao receber um estímulo de um antígeno, sofrem alterações 
nucleares liberando seu DNA, que associado as histonas e aos grânulos 
forma um complexo que captura e lisa os antígenos (YIPP et al.; 2012). 
A apoptose e a necrose são duas vias de morte celular que 
podem ocorrer de forma independente, sequencial, bem como 
simultaneamente, a forma com que a célula irá morrer dependerá 
basicamente da intensidade do dano, dos níveis intracelulares de ATP 
(Adenosina trifosfato) disponíveis, do tipo e do estágio de 
desenvolvimento do tecido e do meio fisiológico em que a célula se 
encontra (ELMORE, 2007).  A morte celular pode ser induzida por 
diversos estímulos, como: alta temperatura, radiação UV, radiação 
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ionizante, estresse oxidativo, agentes citotóxicos antitumorais, entre 
outros (RASTOGI; SINHA, 2009). 
A necrose, ou “estado de morte”, é o ponto final das alterações 
resultantes da injúria celular irreversível, em que a homeostase não pode 
ser reestabelecida. Como pode ser observado no Esquema 2, a necrose é 
um tipo de morte na qual ocorre um aumento do volume celular, a 
cromatina se agrega sem uma nítida mudança de distribuição, ocorre 
uma certa desorganização do citoplasma, as mitocôndrias ficam 
“inchadas” e com a matriz floculenta, os ribossomas se dissolvem e a 
membrana celular perde a continuidade com o vazamento do conteúdo 
citoplasmático, o que causa dano às células vizinhas, e, consequente 
reação inflamatória local. Esse tipo de morte é bastante observado nas 
respostas à lesão celular (FERREIRA; ROCHA, 2004; ZIEGLER; 
GROSCURTH, 2004; PERES; CURI, 2005; BOUJRAD  et al., 2007). 
 
Esquema 2: Alterações morfológicas na necrose e na apoptose. 
 




Já na apoptose, conhecida como “morte celular programada”, as 
células inicialmente perdem o contato com as células vizinhas e se 
arredondam, o retículo citoplasmático se distende e as cisternas se 
fundem com a membrana citoplasmática, a morfologia das outras 
organelas citoplasmáticas mantém essencialmente intactas, o volume 
celular se reduz, essencialmente por perda de água e íons, e, 
consequente ocorre um aumento da densidade celular, o núcleo se 
adensa e a cromatina se marginaliza e se condensa, formando grandes 
grumos junto à membrana nuclear, que se mantém perfeitamente intacta. 
A seguir a membrana celular passa a formar prolongamentos (blebs) e o 
núcleo se desintegra em fragmentos autocontidos pela membrana 
nuclear, que continua mantendo sua integridade. Os blebs aumentam 
progressivamente em número e tamanho, alguns deles englobam parte 
do núcleo, e com o evoluir do processo, a célula se rompe em estruturas 
contidas pela membrana citoplasmática. Estas porções celulares envoltas 
pela membrana celular são denominadas corpos apoptóticos, que, 
posteriormente, são rapidamente fagocitados por macrófagos e 
removidos sem causar um processo inflamatório (MIGNOTTE; 
VAYSSIERE, 1998; SHEARWIN-WHYATT; KUMAR, 1999; 
FERREIRA; ROCHA, 2004; ZIEGLER; GROSCURTH, 2004; LIAO 
et. al., 2005). Essas alterações morfológicas, descritas no Esquema 2, 
são consideradas como marcadores para a avaliação da via de morte 
celular, e podem ser analisadas com a utilização de corantes como por 
exemplo brometo de etídio e laranja de acridina (RENVOIZÉ et al., 
1998). 
Outros marcadores também podem ser utilizados para avaliar a 
via de morte celular, entre eles a fosfatidilserina, um fosfolipídeo que 
normalmente está presente na camada interna da membrana plasmática, 
mas que diante do primeiro sinal de apoptose é externalizado, 
promovendo a perda da assimetria na composição dos fosfolipídeos, e, 
dessa forma, identificando a superfície da célula apoptótica para serem 
fagocitada por células vizinhas, em geral os macrófagos (PERES; CURI, 
2005; ELMORE, 2007). Assim, as células em apoptose expõem na sua 
superfície os resíduos de fosfatidilserina, os quais se ligam a anexina V 
(BOERSMA et al., 2005; CHINKWO, 2005) que quando conjugada ao 




Há duas vias principais que podem desencadear o processo 
apoptótico: uma denominada via extrínseca ou via de receptor de morte, 
e a outra denominada intrínseca ou via mitocondrial, ambas estão 
associadas e influenciam uma à outra (MIGNOTTE; VAYSSIERE, 
1998; SHEARWIN-WHYATT; KUMAR, 1999; HAJRA; LIU, 2004; 
HAIL et al., 2006; ELMORE, 2007; RASTOGI; SINHA, 2009; 
CRAWFORD; WELLS, 2011). 
Como pode ser observado no Esquema 3, na via extrínseca a 
ativação ocorre associada à sinalização dos receptores de morte, que são 
membros da família de receptor de TNF (Tumor Necrosis Factor), os 
quais contêm domínios extracelulares ricos em cisteína e domínios 
citoplasmáticos, denominados domínios de morte ou DD (Death 
Domain). Esses últimos são assim denominados porque ativam uma 
série de moléculas sinalizadoras que fazem a transdução de sinais 
necessários para a indução da apoptose (SHEARWIN-WHYATT; 
KUMAR, 1999; ELMORE, 2007). Os receptores de morte incluem o 
receptor de TNF 1 (Tumor Necrosis Factor), de Fas, de TRAIL 1 e 2 
(TNF-Related Apoptosis-Incluing Ligant) e os receptores de morte 3 e 6 
ou DR 3 e 6 (Death Receptors) (SCHMITZ et al., 2001; BAETU; 
HISTCOTT, 2002; CHEN; GOEDDEL, 2002;  HAJRA; LIU, 2004; 






Esquema 3: Ativação da via extrínseca da apoptose, inteiração ligante-receptor. 
 
Fonte: Adaptado de RUBIN, et al., 2010. 
 
A via intrínseca da apoptose inicia-se na mitocôndria, e pode 
ser desencadeada por uma série de estímulos como: ausência de fatores 
de crescimento, hormônios e citocinas, radiação, toxinas, hipóxia, 
hipertermia, infecção viral, radicais livres, dano ao DNA, entre outros. 
Como pode ser observado no Esquema 4, esses estímulos causam 
alterações na permeabilidade mitocondrial e o que resulta na liberação 
do citocromo-c para o citoplasma, o que desencadeia o processo 
apoptótico (MIGNOTTE; VAYSSIERE, 1998; SPIERINGS et al., 2005; 




Esquema 4:Ativação da via intrínseca da apoptose, alteração na permeabilidade 
mitocondrial e liberação de proteínas apoptóticas pela mitocôndria. 
 
Fonte:Adaptado de RUBIN, et al., 2010. 
 
Independente do estímulo, a indução de apoptose sempre 
resulta na ativação das caspases, as quais induzem as modificações 
funcionais e morfológicas características do processo, como descritas 
anteriormente. Embora a ativação das caspases possa ser induzida por 
diferentes vias, de acordo com o fator desencadeante (Esquemas 3 e 4), 
algumas são mais frequentemente utilizadas, entre elas pode-se incluir a 
ativação direta de caspases, as alterações na mitocôndria, e a 
interferência com proteínas citosólicas reguladoras da apoptose 
(HAJRA; LIU, 2004; ELMORE, 2007; BRASILEIRO FILHO, 2009). 




Esquema 5: As vias de ativação da apoptose. 
 
 
Fonte: Adaptado de KUMAR et al., 2010. 
 
As caspases (Cysteine-Dependent Aspartate-Specific 
Proteases), são enzimas que possuem cisteína no sítio ativo e que 
clivam proteínas em sítios com resíduos de ácido aspártico (ADAMS, 
2003). As caspases são produzidas como pró-caspases, e ativadas por 
deslocamento da molécula inibidora ou por clivagem proteolítica em 
sítios com ácido aspártico. Essas proteases são as responsáveis por toda 
a sinalização da apoptose (Esquema 5) (NICHOLSON; 
THORNBERRY, 1997; SHEARWIN-WHYATT; KUMAR, 1999; 
BOATRIGHT et al., 2003 ; BOATRIGHT; SALVESEN, 2003). Até o 
momento, foram identificadas quinze caspases (caspase-1 a 14 e 16) em 
mamíferos, e nem todas estão envolvidas diretamente na apoptose, as 
caspases-1, -4, -5, -11, -12 e -13 são denominadas caspases 
inflamatórias. As caspases envolvidas no processo apoptótico podem ser 
divididas em caspases iniciadoras ou desencadeantes da apoptose 
(capase-2, -8, -9, e -10) e caspases efetoras ou executoras da apoptose 
(caspase-3, -6 e -7) (RIEDL; SHI, 2004; CRAWFORD; WELLS, 2011; 
LU; CHEN, 2011).  
52 
Uma consequência importante da ativação das caspases é a 
ativação da nuclease CAD (Caspase Activated Deoxyribonuclease), a 
qual é responsável pela degradação internucleossomal do DNA, uma 
característica marcante nesse tipo de morte celular (ENARI et al., 1998; 
SARASTE; PULKKI, 2000). A degradação interssomal do DNA na 
apoptose pode ser observada após eletroforese do DNA em gel, onde 
verifica-se padrão característico “em escada” opondo-se ao arrastado 
visto na necrose. Isso se deve ao fato de que as quebras no DNA 
ocorrem entre os nucleossomas, formando fragmentos múltiplos de 200 
pares de bases, e que a membrana plasmática não se rompe, prevenindo 
a liberação de componentes celulares para o meio extracelular (KERR et 
al., 1995; KROEMER et al., 2005). Essa quebra do DNA pode ser 
observada com a adição de alguns corantes, como o brometo de etídio 
que se intercala no DNA quebrado, produzindo uma coloração 
alaranjada, o que pode ser utilizada para avaliar a via de morte celular 
(GENG et al., 2003). 
As mitocôndrias também desempenham um importante papel 
na apoptose, pois quando sofrem alterações na sua permeabilidade, 
liberam para o citoplasma proteínas como o citocromo-c, a SMAC 
(Second Miochondrial Activator of Caspases, também conhecida como 
DIABLO), a Omi/HtrA2 (Omi: non-methionine initiating protein; 
HtrA2: High Temperature Requirement protein A2) e o AIF (Apoptosis 
Inducting Factor) (Esquema 4). Essas proteínas desempenham um papel 
importante no processo apoptótico (SPIERINGS et al., 2005; ELMORE, 
2007). A permeabilidade mitocondrial pode ser avaliada pelo potencial 
de membrana mitocondrial, simbolizado por ΔΨm, que é determinado 
pelo gradiente de prótons da cadeia respiratória (MIGNOTTE; 
VAYSSIERE, 1998; CAMPBELL, 2006; KROEMER; GALLUZZI; 
BRENNER, 2007; OW et al., 2008). A abertura do PTPC (Permeability 
Transition Pore Complex) causa a despolarização mitocondrial precoce, 
nos mais variados modelos de indução de apoptose; o que leva a perda 
do potencial mitocondrial e ao extravasamento do seu conteúdo 
(MIGNOTTE; VAYSSIERE, 1998; BELIZÁRIO et al., 2007; 
KROEMER; GALLUZZI; BRENNER, 2007; OW et al., 2008).  
Como visto, com alteração da permeabilidade mitocondrial, 
algumas proteínas envolvidas no processo apoptótico são liberadas pela 
mitocondria para o citosol (Esquemas 4 e 5). Cada uma dessas proteínas 
desempenha uma função durante a apoptose. Entre elas pode-se 
destacar: 
- Citocromo-c: o citocromo-c, se associa com a Apaf-1 
(Apoptosis Protease Activating Factor) e recruta a caspase-9, formando 
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um complexo conhecido como apoptosoma (Esquema 6). Um sítio da 
Apaf-1 liga-se ao ATP, o que resulta na alteração conformacional 
necessária para ativar a caspase-9, por este motivo a participação do 
citocromo-c na apoptose, é dependente de ATP (Esquema 5) 
(MIGNOTTE; VAYSSIERE, 1998;  MUNOZ-PINEDO et al., 2006, 
SPEIRS et al., 2011). 
 
Esquema 6: Formação do apoptosoma. 
 
Fonte: Adaptado de RUBIN, et al., 2010. 
 
- Proteínas SMAC ou DIABLO e OMI/Htra2: essas proteínas 
promovem a apoptose por se ligarem aos inibidores naturais da 
apoptose, as IAPs (Inhibitor of Apoptosis Proteins), inibindo dessa 
forma, a ação das IAPs e, consequentemente, inativando as proteases 
envolvidas na iniciação (caspase-9) e na execução (caspases-3 e-7) da 
cascata das caspases (Esquema 4) (MITA; MITA; TOLCHER, 2006; 
GRIVICICH, 2007, ELMORE, 2007; RASTOGI; SINHA, 2009).  
- AIF: esse fator atua independente da ativação de caspases, 
depois de ser liberado para o citoplasma, se transloca para o núcleo e 
induz a condensação da cromatina na periferia nuclear e a quebra de 
DNA em pedaços de aproximadamente 50 a 300 kb. Também é capaz de 
induzir o aumento na permeabilidade mitocondrial, ocasionando o 
extravasamento do citocromo-c (MIGNOTTE; VAYSSIERE, 1998; 
ELMORE, 2007; RASTOGI; SINHA, 2009). 
A alteração na permeabilidade de membrana mitocondrial, a 
perda do potencial mitocondrial e a liberação de proteínas da 
mitocôndria constituem o evento central da apoptose. Entretanto, outras 
proteínas presentes no citosol regulam esse processo de apoptose por 
inibirem as caspases ou por regularem a permeabilidade das 
mitocôndrias. Entre essas proteínas pode-se destacar as IAPs e as 
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proteínas da família Bcl-2 (B-cell lymphoma protein-2) (MIGNOTTE; 
VAYSSIERE, 1998; TJALMA et al., 1998; ELMORE, 2007). 
As IAPs, como descrito anteriormente, compreendem uma 
família de proteínas inibidoras da apoptose e são as únicas proteínas 
endógenas que têm a habilidade de bloquear o passo seguinte à liberação 
do citocromo-c pela mitocôndria, pois inibem a atividade das caspases 
efetoras e ativadoras. Algumas proteínas da família das IAPs já foram 
descritas, como a survivina, a NIAP, a MLIAP, a c-IAP-1, a c-IAP-2 e a 
XIAP. A survivina é expressa em grandes quantidades em células 
tumorais, onde exercem um papel importante na sobrevida dessas 
células, por isso, em diversos trabalhos, são relacionadas com 
prognóstico desfavorável e com a diminuição de sobrevida de pacientes 
portadores de câncer (NAKAYAMA; KAMIHIRA, 2002; 
ZAFFARONI; PENNATI; DAIDONE, 2005), além do desenvolvimento 
de resistência a quimioterápicos (ALTIERI, 2001; WRZESIEN-KUS et 
al., 2004; ZAFFARONI; PENNATI; DAIDONE, 2005). 
Outra família de proteínas reguladoras da apoptose é a família 
das proteínas Bcl-2, que incluem 25 proteínas, algumas inibidoras da 
apoptose (antiapoptóticas) outras ativadoras da apoptose (pró-
apoptóticas) (ELMORE, 2007). A família das proteínas Bcl-2 pode ser 
subdividida em três subfamílias, duas dessas sub-famílias possuem 
multidomínios BH (Bcl-2 Homology regions); enquanto as 
antiapoptóticas (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W, Mcl-1, Bcl-B e A1/Bfl-1) 
possuem quatro domínios BH (BH1, BH2, BH3 e BH4), as pró-
apoptóticas (Bax, Bak, Bad, Bid, Noxa, Mtd/Bok e Bcl-rambo) possuem 
três  domínios BH (BH1, BH2 e BH3). A terceira subfamília possui 
apenas o domínio BH3, por isso são denominadas de BH3-only (Bad, 
Bik, Bid, Hrk, Bim, NOXA e PUMA) (CHIPUK et al., 2006; 
KROEMER; GALLUZZI; BRENNER, 2007; YOULE; STRASSER, 
2008; FRENZEL et al., 2009). 
As proteínas pró-apoptóticas Bax e Bak, em resposta a um 
estímulo apoptótico, sofrem mudanças conformacionais, e se inserem no 
interior da membrana mitocondrial, formando canais através dos quais o 
citocromo-c e outras proteínas mitocondriais extravasam para o citosol, 
levando a ativação das caspases (Esquema 5). As proteínas 
antiapoptóticas podem sequestrar as pró-apoptóticas ou associar-se entre 
si, impedindo a formação de poros (PETROS et al., 2004; BRAS et 
al.,2005; KUTUK; BASAGA, 2006; KROEMER; GALLUZZI; 
BRENNER, 2007; YOULE; STRASSER, 2008; AUTRET; MARTIN, 
2009; FRENZEL et al., 2009). As proteínas BH3-only possuem ligantes 
que ativam os membros das proteínas pró-apoptóticas ou inativam as 
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antiapoptóticas (KROEMER; GALLUZZI; BRENNER, 2007; YOULE; 
STRASSER, 2008; FRENZEL et al., 2009). A família Bcl-2 também 
está associada a vários outros mecanismos de apoptose, pois possui ação 
antioxidante e sequestradora da APAF-1, o que impede a formação do 
apoptosoma (CORY; ADAMS, 2002).  
As proteínas Bcl-2 antiapoptóticas sofrem grande regulação 
transcricional pela proteína supressora tumoral p53 (Esquema 5). As 
vias dependentes da p53 ajudam a manter a estabilidade genômica, 
eliminando as células lesadas, pois a proteína está envolvida na 
expressão de genes relacionados à interrupção do ciclo celular e a 
apoptose (CHAU; KORSMEYER, 1998; FERRI; KROEMER, 2001, 
OREN 2003). A proteína p53 ativada tem a capacidade de estimular 
genes pró-apoptóticos, como, por exemplo, o da Bax, que ocasionarão 
alterações no potencial da membrana mitocondrial liberando para o 
citoplasma o citocromo-c, o qual é capaz de ativar a caspase 9 e induzir 
ao processo apoptótico (Esquema 5). A p53 também pode estar 
envolvida em respostas que não envolvam o dano ao DNA, como 
choque térmico, hipóxia, dano físico, privação metabólica entre outros, 
além de interromper o ciclo celular para reparar o dano celular sofrido 
(DESTANCHINA et al., 1998;  GUPTA, 2001; FERRI; KROEMER, 
2001, SAX et al.,2002). 
 
2.6 CICLO CELULAR 
As células passam por etapas durante seu ciclo, entre elas, a 
proliferação e a divisão. Essas etapas são cíclicas e se constituem na 
duplicação do DNA e na correta segregação dos cromossomos 
homólogos para as células filhas, originadas durante a divisão celular 
(TARN; LAI, 2011). Assim, o ciclo celular representa uma série de 
eventos integrados que permitem à célula diferenciar e proliferar 
(SCHAFER, 1998; SCHWARTZ; SHAH, 2005). Para que este processo 
ocorra corretamente e o genoma seja mantido várias etapas são 
necessárias, as quais são controladas por diversas proteínas ao longo do 
ciclo celular. Alterações nesse conjunto de proteínas podem mudar o 
fenótipo de uma célula normal para uma tumoral (FERREIRA; 
ROCHA, 2004). 
 Nas células eucarióticas, o ciclo celular é complexo, sua 
duração varia entre os diferentes tipos de células, e este, pode ser 
dividido em mitose e interfase. A mitose é o processo de divisão 
nuclear, compreendido das fases prófase, metáfase, anáfase e telófase 
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(SCHAFER, 1998; VERMEULEN; VAN BOCKSTAELE; 
BERNEMAN, 2003; FERREIRA; ROCHA, 2004; PERES; CURI, 
2005), e antecede a divisão da célula em duas (citocinese) e é 
caracterizada pela progressiva condensação dos cromossomos (PERES; 
CURI, 2005). A interfase é um período de intenso metabolismo celular, 
compreendido entre duas mitoses, e pode ser dividido em três fases: G1 
(Gap 1), S (Síntese) e G2 (Gap 2) (HARTWELL; WEINERT, 1989; 
SCHAFER, 1998; VERMEULEN; VAN BOCKSTAELE; 
BERNEMAN, 2003; FERREIRA; ROCHA, 2004), (Esquema 7). 
Durante a fase G1 ocorre a descondensação dos cromossomos, o núcleo 
aparece morfologicamente uniforme, a célula está metabolicamente 
ativa e em um contínuo crescimento, porém não ocorre a duplicação do 
DNA. Esse é um período caracterizado pela síntese de proteínas e 
enzimas, imprescindíveis para a fase de duplicação do DNA 
(VERMEULEN; VAN BOCKSTAELE; BERNEMAN, 2003; 
FERREIRA; ROCHA, 2004; PERES; CURI, 2005). Geralmente a fase 
G1 é a mais longa do ciclo celular, seguida pela fase S, durante a qual 
ocorre a duplicação do DNA celular, que tem duração até que se 
complete a duplicação do DNA. Depois desse evento, dá-se início à fase 
G2, que se caracteriza pela diferenciação celular, e pela síntese de 
proteínas necessárias para que a mitose volte a ocorrer (JOHNSON; 
WALKER, 1999; VERMEULEN; VAN BOCKSTAELE; 
BERNEMAN, 2003; FERREIRA; ROCHA, 2004). Algumas células, 
totalmente diferenciadas, podem se apresentar em estado de quiescência, 
ou seja, fora do ciclo celular, na fase G0 (HARTWELL; WEINERT, 
1989; JOHNSON; WALKER, 1999; VERMEULEN; VAN 




Esquema 7: Fases do ciclo celular. 
 
Fonte: Adaptado de VERMEULEN, VAN BOCKSTAELE e BERNEMAN, 2003. 
 
 
 No Esquema 7, pode-se observar alguns pontos de checagem 
(checkpoints), os quais servem para assegurar o controle do ciclo celular 
e permitir que o desencadeamento do próximo passo ocorra somente 
após o término do estágio precedente. Os principais pontos de checagem 
estão posicionados antes da duplicação do DNA (entre as fases G1 e S) e 
depois da replicação (na fase G2). O bloqueio do ciclo celular nesses 
“pontos de checagem” ocorre em resposta à detecção de um dano ao 
DNA, para possibilitar o reparo do mesmo. No entanto, nas células 
neoplásicas, as alterações genéticas nas proteínas que controlam os 
pontos de checagem tornam a transição para a fase seguinte autônoma, 
ou seja, menos dependentes de sinais externos e insensíveis a controle 
interno (VERMEULEN; VAN BOCKSTAELE; BERNEMAN, 2003; 
FERREIRA; ROCHA, 2004; PERES; CURI, 2005; SCHWARTZ; 
SHAH, 2005).   
A transição de uma fase do ciclo celular para outra ocorre de 
maneira ordenada e depende de uma classe especial de enzimas do tipo 
quinase de serina/treonina, cuja subunidade catalítica é conhecida como 
quinases dependentes de ciclina (CDK – cyclin-dependent kinase). O 
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complexo ciclina-CDK regula a atividade de múltiplas proteínas 
envolvidas na replicação do DNA e na mitose por meio da fosforilacão 
dos sítios específicos, que podem ativar ou inibir as mesmas, e, dessa 
forma, controlar os eventos do ciclo celular. A concentração das ciclinas 
pode se alterar com a progressão do ciclo celular, no entanto, as CDKs 
se mantém estáveis (JOHNSON; WALKER, 1999; VERMEULEN; 
VAN BOCKSTAELE; BERNEMAN, 2003; SCHWARTZ; SHAH, 
2005; MALUMBRES; BARBACID, 2009; TARN; LAI, 2011).  
Como pode ser observado no Esquema 7, para o início de cada 
fase do ciclo celular existe a necessidade de ativação de um tipo de 
complexo ciclina-CDK. Para a entrada na fase G1, a ativação das 
ciclinas do tipo D (ciclina D1, ciclina D2 e ciclina D3) é imprescindível, 
pois essas ciclinas atuam por meio da formação de complexos com as 
CDK4 e CDK6. Outra ciclina relacionada à fase G1 é a ciclina E, que 
associada a CDK2 regula a progressão da fase G1 para a fase S. A 
CDK2 também é ativada pela ciclina A, e o complexo formado por elas 
é necessário durante a fase S. Ao fim da fase G2, o complexo ciclina A-
CDK1 promove o início da fase seguinte, a mitose, que por sua vez é 
regulada pelo complexo ciclina B-CDK1 (JOHNSON; WALKER, 1999; 
VERMEULEN; VAN BOCKSTAELE; BERNEMAN, 2003; 
SCHWARTZ; SHAH, 2005; MALUMBRES; BARBACID, 2009).  
Além dos mecanismos de fosforilação e desfosforilação, a 
atividade das CDKs também é controlada pela sua ligação a proteínas 
inibitórias do ciclo celular, denominadas proteínas inibitórias de CDKs 
ou CKIs (CDK inhibitors), as quais atuam sobre uma variedade de 
complexos ciclina-CDK, ou apenas sobre as CDKs. Foram descritas 
duas famílias de CKIs, a INK4 e a Cip/Kip. A família INK4 inclui as 
proteínas p15, p16, p18 e p19, as quais inativam as CDKs da fase G1 
(CDK4 e CDK6) por meio da formação de complexos com essas CDK, 
impedindo sua ligação com as ciclinas D. A segunda família de 
inibidores, a família Cip/Kip, inclui as proteínas p21, p27 e p57 
(JOHNSON; WALKER, 1999; VERMEULEN; VAN BOCKSTAELE; 
BERNEMAN, 2003; SCHWARTZ; SHAH, 2005; ABBAS; DUTTA, 
2009), que inativam os complexos ciclina-CDK da fase G1, e, em 
menor, proporção o complexo ciclina B-CDK1, na fase G2 
(VERMEULEN; VAN BOCKSTAELE; BERNEMAN, 2003; ABBAS; 
DUTTA, 2009). Alterações das CKIs são bem conhecidas em diversos 
tipos de neoplasias, como, por exemplo, a p16, a qual é silenciada em 
diversos tipos de tumores, a expressão anormal das proteínas p21 e p27 
também são observadas em vários tecidos neoplásicos. Por esse motivo, 
vários fármacos com função inibitória de CDKs têm sido desenvolvidos, 
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algum deles com potente atividade antineoplásica (FERREIRA; 
ROCHA, 2004). 
A proliferação celular também está associada à expressão da 
proteína Ki67. Essa proteína está localizada no núcleo das células em 
interfase, sobre a superfície dos cromossomos durante a mitose. Está 
presente em todas as fases ativas do ciclo celular, fases G1, S, G2 e 
mitose, no entanto, está ausente na fase G0. Embora sua estrutura, 
localização e regulação ainda não estejam bem descritas, a proteína é 
utilizada como marcador de proliferação celular, pois está presente em 
todas as células que se encontram em processo de proliferação 
(SCHOLZEN; GERDES, 2000). 
Como já dito anteriormente, anormalidades envolvendo o ciclo 
celular estão presentes na maioria das neoplasias (SENDEROWICZ, 
2003; MALUMBRES; BARBACID, 2009). Sendo assim, a compressão 
dos mecanismos moleculares que envolvam o controle dos processos 
normais de proliferação, diferenciação e morte celular programada, e as 
causas de alterações nestes processos, direcionam as pesquisas e 
investimentos na busca por alvos moleculares expressos nos tumores. O 
desenvolvimento de novos fármacos com capacidade de atingir estes 
alvos representa uma maneira menos tóxica e potencialmente mais 




2.7 RESISTÊNCIA MÚLTIPLOS FÁRMACOS 
A resistência ao tratamento e a morte precoce do paciente, são 
os principais responsáveis pelo insucesso do tratamento das LAs. 
Muitos pacientes são resistentes à quimioterapia e, por isso, não atingem 
a remissão completa ou apresentam recidiva após uma resposta inicial 
favorável (ESTEY, 2001; SHAFFER et al., 2012). 
Vários trabalhos demostram os mecanismos celulares 
relacionados com a resistência das células leucêmicas à apoptose 
induzida por quimioterápicos e/ou outros compostos (ZAMAN et al., 
1995; KUO, 2009). Sendo que diferentes mecanismos podem estar 
envolvidos nesse fenômeno conhecido como resistência a múltiplos 
fármacos (Multiple Drug Resistance, MDR), como pode ser observado 
no Esquema 8. A MDR pode ser conferida por um ou mais mecanismos 
de resistência, sendo que dois dos mais importantes são a ativação de 
mecanismos antiapoptóticos, como a ativação da survivina e Bcl-2, e a 
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superexpressão de genes mdr, como o abcb1, o abcc1 e o lrp, os quais 
codificam proteínas que funcionam como bombas de efluxo de 
fármacos. Esses mecanismos de resistência podem estar presentes desde 
o início da doença ou ser induzidos pelo tratamento (NORGAARD; 
OLESEN; HOKLAND, 2004; VAN DEN HEUVEL-EIBRINK et al., 
2007; CHAUHAN et al., 2012). 
 
Esquema 8: Resistência a múltiplos fármacos em células tumorais. 
 
 Fonte: Adaptado de RODRIGUES et al., 2012. 
 
De todos os mecanismos de resistência, o envolvimento do 
transporte de drogas, é provavelmente o mecanismo mais estudado 
(GOTTESMAN et al., 2002; RAAIJMAKERS, 2007; LAGE, 2008). A 
MDR está frequentemente associado à expressão de duas famílias de 
proteínas: a superfamília das proteínas ABC-transportadoras (ATP-
Binding Cassette) e a família das proteínas MVP (Human Major Vault 
Proteins) (BORST et al., 2000; VAN DEN HEUVEL-EIBRINK et al., 
2007; RODRIGUES et al., 2012). Essas proteínas conferem resistência 
por estruírem as moléculas citotóxicas, mantendo as concentrações 
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intracelulares de quimioterápicos abaixo das concentrações desejadas 
(Esquema 8)  (LUQMANI, 2005; LAGE, 2008).  
As proteínas ABC-transportadoras são bombas de efluxo de 
drogas dependentes de ATP, que estão envolvidas nos processos de 
absorção, distribuição e excreção de vários fármacos. Em humanos já 
foram descritas 49 proteínas ABC-transportadoras, sendo que os genes 
dessas proteínas podem ser divididos em 7 subfamílias baseado na sua 
similaridade estrutural (ABCA, ABCB, ABCC, ABCD, ABCE, ABCF e 
ABCG) (DEAN, HAMON, CHIMINI, 2001; LUQMANI, 2005; 
STEINBACH, LEGRAND, 2007; RAAIJMAKERS, 2007).  Estudos in 
vitro demonstram o envolvimento de 18 destas proteínas, no efluxo de 
quimioterápicos, sendo que apenas 3 destas, tem contribuído 
significativamente com os mecanismos de MDR no câncer: ABCB1 (P-
Glycoprotein, MDR1); ABCC1 (Multidrug Resistance Protein, MRP1) 
e mais recentemente ABCG2 (Breast Cancer Resistance Protein, 
BCRP) (BORST, ELFERINK, 2002; LAGE, 2008).  
Embora seja conhecida a participação das proteínas ABC-
transportadoras na MDR, elas também desempenham papéis fisiológicos 
importantes, como por exemplo a desintoxicação e proteção do 
hospedeiro contra xenobióticos (KRISHNA, MAYER, 2000; LESLIE, 
DEELEY, COLE,  2005; RODRIGUES et al., 2012). Essa proteção 
pode ser observada pela distribuição das proteínas ABC-transportadoras 
nos tecidos, onde são altamente expressas e funcionam como barreiras 
farmacológicas, como, por exemplo, limitando a entrada de xenobióticos 
na membrana das células intestinais; facilitando a excreção de 
xenobióticos pela urina na membrana luminal nos túbulos proximais do 
rim; permitindo a eliminação da bile pela membrana canalicular biliar 
dos hepatócitos; e protegendo o cérebro através da barreira hemato-
encefálica. Além disso, tecidos com elevados níveis de proteínas ABC-
transportadoras podem ser intrinsecamente resistentes à droga (como 
carcinoma de cólon, rim, pâncreas e fígado), enquanto tecidos com uma 
baixa expressão dessas proteínas, podem apresentar um aumento das 
mesmas somente após o início da quimioterapia, adquirindo, dessa 
forma a resistência (BOUMENDJEL, BOUTONNAT, ROBERT, 2009; 
RODRIGUES et al., 2012).  
Neste contexto a correlação da expressão das proteínas ABC-
transportadoras com o fenômeno MDR vem sendo alvo de estudo de 
diversos pesquisadores. Esses estudos demonstram que a atividade e a 
expressão da ABCB1 e ABCC1 representam um fator de risco 
independente na falha do tratamento quimioterápico (LOURENCO et 
al., 2008; SHIPLEY, BUTERA, 2009) e um aumento da atividade ou da 
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expressão tem sido associado a menores taxas de remissão completa e 
menor sobrevida livre da doença (WOOD et al., 1994; GUERCI et al., 
1995; LEITH et al., 1997; KOURTI et al.; 2007). 
Além das proteínas ABC-transportadoras, outra família de 
proteínas tem demonstrado importância no transporte de drogas, a 
família MVP, que são os componentes predominantes de organelas 
ribonucleicas denominadas vaults (ROME, KEDERSHA, CHUGANO, 
1991; SCHEFFER et al., 1995). Dentre os membros dessa família, a 
proteína LRP (Proteína Associada à Resisteência Pulmonar) é a única 
que já foi relacionada com a MDR (SCHEPER et al., 1993; SCHEFFER 
et al., 1995; VALERA et al., 2004). A LRP é expressa em uma 
variedade de tecidos e embora seu papel ainda não esteja completamente 
elucidado acredita-se que ela esteja envolvida no transporte intracelular 
de substância para o funcionamento normal da célula, como os 
hormônios, ribossomos, RNA mensageiro (mRNA), entre outros (LU, 
SHERVINGTON, 2008; SWERTES et al. 2008; KUO 2009). Embora o 
mecanismo de ação da LRP na MDR ainda não esteja completamente 
compreendido, sabe-se apenas que a sua expressão está associada com a 
resistência intrínseca a vários quimioterápicos, como a doxorubicina, a 
vincristina, a mitoxantrona, o etoposide e os compostos de platina 
(SCHEPER et al., 1993; SCHEFFER et al., 1995).  
A reversão do fenômeno MDR pode ser realizada com o uso de 
inibidores da atividade funcional da ABCB1/P-gp e de outras bombas 
relacionadas. Um fator limitante do uso de reversores do fenômeno de 
MDR é a alta toxicidade apresentada por esses compostos, devido à 
necessidade de usar altas doses para potencializar o efeito dos 
quimioterápicos. Embora outros agentes reversores menos tóxicos e 
mais potentes tenham sido desenvolvidos, os estudos envolvendo a 
modulação clínica da MDR ainda não apresentam resultados 
satisfatórios (AOQUALI et a., 2005). Dessa forma, a investigação de 
novos compostos reversores da MDR pode abrir novos horizontes no 
tratamento das leucemias. 
Além das alterações no transporte de drogas, outros 
mecanismos podem estar envolvidos na MDR, como a alteração na 
regulação da apoptose. Quando os mecanismos que regulam a apoptose 
são alterados em favor da sobrevivência das células, eles contribuem 
para o seu desenvolvimento e persistência do câncer (LODISH et al., 
2000; LUQMANI, 2005; RODRIGUES et al., 2012). 
Como visto anteriormente, a família de proteínas Bcl-2 está 
envolvida na regulação do processo apoptótico, e é composta por 
proteínas com funções oposta, ou seja, enquanto algumas são pró-
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apoptóticas outras são antiapoptóticas. O desequilíbrio entre as proteínas 
antiapoptóticas e pró-apoptóticas, por exemplo Bcl-2 e Bax, leva à 
resistência ou a sensisibilização à estímulos de morte, como os 
quimiterápicos. Em geral, em células tumorais, esse desequilibrio é em 
favor da superexpressão de Bcl-2, com consequente inibição da 
apoptose e resistência ao tratamento. Nesse contexto, estudos 
demonstram que a superexpressão de proteínas antiapoptóticas, como 
Bcl-2 e Bcl-xl, também tem sido associada à MDR e ao pior prognóstico 
em pacientes portadores de tumores hematológicos e sólidos (SUAREZ 
et al., 2001; RED, 2008; YIP, REED, 2008; RODRIGUES et al., 2012).  
Outra familia de proteínas apoptóticas envolvidas na MDR são 
as IAPs, como já descrito anteriormente, as IAPs são proteínas 
inibitórias da apoptose, elas atuam inibindo a ação da caspase iniciadora 
-9 e das caspases efetoras -3 e -7 (KAUFMANN, VAUX, 2003; 
KUMAR et al., 2004; ZAFFARONI et al., 2005; ANGUIANO-
HERNANDEZ, CHARTIER, HUERTA, 2007; HUNTER et al., 2007; 
FULDA, 2008; LACASSE et al., 2008; FULDA, 2009). O principal 
membro dessa família é a survivina, que é superexpressa na maioria das 
neoplasias humanas e também está envolvida na resistência ao 
tratamento, estando assim, associada a um pior prognóstico 
(ZAFFARONI et al., 2005; HUNTER et al., 2007; FULDA, 2009). De 
acordo com a literatura, a diminuição da expressão dessa proteína está 
relacionada à indução da célula tumoral à apoptose e à uma melhor 
resposta ao tratamento (HARIKUMAR et al., 2009). 
Considerando a importância da regulação das proteínas 
envolvidas na MDR para o tratamento quimioterápico (RODRIGUES et 
al., 2012) vários moduladores/inibidores estão sendo testados em 
ensaios clínicos, sendo desta forma, considerado como uma importante 
área de desenvolvimento de medicamentos (REED, 2006; LABI et al., 
2008; PAOLUZZI et al., 2008a; PAOLUZZI et al., 2008b; WARR, 





CAPÍTULO 3: MATERIAIS E MÉTODOS 
3.1 REAGENTES 
As células de melanoma murino (B16F10), de leucemia 
mieloide aguda humana (K562) e de leucemia linfoide aguda humana 
(Jurkat), foram obtidas da American Type Culture Collection (ATCC), 
EUA. Os meios de cultura Dulbecco’s modified Eagle’s médium 
(DMEM) Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640, a penicilina, a 
estreptominicina, o ácido N-[2- Hidroxietil] piperazina-N’-[2-
etanosulfônico] (Hepes), o soro fetal bovino, EDTA, tris e tripsina, 
foram adquiridos da Gibco, Invitrogen Corporation, Brasil. A guanidina 
foi adquirida da Roche, Brasil. O brometo tiazolil azul de tetrazólio 
(brometo de 3- (4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazólio) MTT, o 
Ficoll-Hypaque (densidade 1.077 g/m3), o laranja de acridina, o 
brometo de etídio, o silano (3-Aminopropyl)triethoxy-silane) e a 
albumina bovina foram adquiridos da Sigma-Aldrich, EUA. O 
dimetilsulfóxido (DMSO), o ácido clorídrico PA, a acetona PA e o 
álcool etílico 96% foram adquiridos da Merck, Alemanha. O álcool 
metílico PA e o peróxido de hidrogênio PA foram adquiridos da 
Dinâmina Química Contemporânea LTDA, Brasil. O xilol PA foi 
adquirido da Proquímios, Brasil, o tampão fosfato (PBS), da Laborclin, 
Brasil, e o Trinton® X-100, da Amresco, EUA. A Hematoxilina de 
Harris e o meio de montagem sintético foram adquiridos da Easy-Path, 
Brasil. O “BD Cytofix/Cytoperm kit”, utilizado para fixação e 
permeabilização celular nos experimentos com citometria de fluxo e o 
anticorpo monoclonal anti-caspase-3 ativa, conjugado a FITC foram 
adquiridos da BD Biosciences, EUA. O “PI/RNASE Solution kit” com a 
solução de Iodeto de Propídeo (PI), o ribonuclease (RNAse), o “Annexin 
V-FITC Apoptosis Detection kit” e o anticorpo monoclonal anti-p53 
conjugado ao PE foram adquiridos da Immunostep, Salamanca, 
Espanha. O anticorpo monoclonal anti-Bax conjugado ao PerCP, o 
anticorpo camundongo-anti AIF, o anticorpo policlonal anti-survivina e 
o anticorpo monoclonal anti-FasR conjugado ao PE, foram adquiridos 
Santa Cruz Biotechnology, EUA. O anticorpo monoclonal anti-Bcl-2 
conjugado ao isotiocianato de fluoresceína (FITC),anticorpo Alexa 488, 
o Qubit™ Quantitation Platform, o β-mercaptoetanol e os primers abcc1 
e gapdh (gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase) foram adquiridos da 
Invitrogen, EUA. O anticorpo monoclonal anti-Ki67 e o kit de solução 
cromógena DAB (3,3’-diaminobenzidina-DAB) utilizado na 
imunocitoquímica foram adquiridos da Biocare Medical, EUA. O 
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anticorpo monoclonal anti-FasR conjugado a PE foi adquirido da Santa 
Cruz Biotechnology®, EUA. O anticorpo monoclonal anti-ABCC1, foi 
adquirido da Becton Dickinson Pharmingen,USA. O anticorpo 
monoclonal anti-LRP, foi adquirido da Millipore, França. O “kit LSAB + 
System-HRP” de anticorpo secundário utilizado na imunocitoquímica 
foi adquirido da Dako, USA e o “kit MitoView 633” para avaliação do 
potencial mitocondrial foi adquirido da Biotium, EUA. O QIAamp RNA 
Blood Mini Kit (kit de extração de RNA) foi adquirido da QIAGEN, 
USA. 
Os derivados de imidas cíclicas (Esquemas 9 e 10) foram 
sintetizadas pela pós-doutoranda Kely Navakoskide Oliveira, durante o 
seu doutorado, quando foi orientada pelo Prof. Dr. Rosendo Augusto 
Yunes e pelo Prof. Dr. Ricardo José Nunes do Laboratório Estrutura e 
Atividade do Departamento de Química da UFSC. 
 
Esquema 9: Estrutura molecular dos derivados de imidas cíclicastestados na 























































Esquema 10: Estrutura molecular dos derivados de imidas cíclicas testados na 
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3.2 CULTURA CELULAR 
Foram utilizadas as células de linhagem de melanoma murino 
(B16F10), de leucemia mieloide aguda humana (K562) e de leucemia 
linfoide aguda humana (Jurkat). As células foram mantidas em garrafas 
plásticas, para cultura celular contendo meio de cultura DMEM para as 
B16F10 e RPMI 1640 para as K562 e Jurkat, ambos suplementados com 
10% de soro fetal, 100 U/mL de penicilina, 100 μg/mL de 
estreptomicina, 10 mM de tampão Hepes, pH 7,4, em estufa úmida a 
37°C, com 5% CO2. As células foram semeadas a uma densidade de 1,0 
x 10
6
 células/garrafa e repicadas a cada 48 a 72 h, em fluxo laminar. 
Para a retirada das células aderidas (B16F10) foi utilizada uma solução 
de tripsina a 0,25%. 
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3.3 PREPARO DAS AMOSTRAS 
3.3.1 Preparo das células de cultura celular: B16F10, K562 e Jurkat. 
Para a realização dos experimentos as suspensões celulares 
foram centrifugadas a 200 x g, por 10 minutos, em temperatura 
ambiente, a retirada das células aderidas (B16F10) foi realizada com 
auxílio de uma solução de tripsina a 0,25%. O sobrenadante foi 
descartado e o sedimento celular ressuspendido em 1,0 mL de meio de 
cultura (DMEM ou RPMI 1640). O número de células viáveis foi 
avaliado pelo método de exclusão do corante Azul de Trypan (0,5%) e 
as amostras com viabilidade celular inferior a 90% foram excluídas. A 
quantidade de células viáveis adicionadas às placas de cultura variou 
conforme protocolo experimental, mantendo a relação de 5 x 10
4
 
células/mL para as células B16F10, de 2,5 x 10
5
 células/mL para as 
células K562 e de 5,0 x 10
5
 células/mL para as células Jurkat, para o 
tempo de tratamento de 24 h. Para o tratamento por 48 e 72 h, foram 
utilizadas 2,5 x 10
4
 células/mL e 1,25 x 10
4
 células/mL, respectivamente 
para as células B16F10, 1,25 x 10
5
 células/mL e 0,62 x 10
5
 células/mL, 
respectivamente para as células K562, e 2,5 x 10
5
 células/mL e 1,25 x 
10
5
 células/mL, respectivamente para as células Jurkat. Todos os 
procedimentos foram realizados em fluxo laminar e todo material 
utilizado foi previamente esterilizado. 
 
3.3.2 Preparo das células mononucleadas de indivíduos saudáveis 
Amostras de sangue periférico de seis indivíduos saudáveis 
foram colhidas com anticoagulante EDTA por punção venosa e 
processadas em até 30 minutos após a coleta. Previamente à coleta das 
amostras, foi obtida a assinatura do Termo de Consentimento Livre e 
Esclarecido (TCLE), conforme o Comitê de Ética de Pesquisa em Seres 
humanos da UFSC (CEPSH n°913/2013). 
As amostras foram diluídas em PBS numa proporção de 1 mL 
de amostra para 0,5 mL de PBS. Após a diluição, cada amostra foi 
colocada sobre 4 mL de Ficoll-Hypaque e centrifugada a 300 x g por 30 
minutos. A interfase contendo as células mononucleadas foi transferida 
para um tubo cônico de 15 mL, ressuspendidas em 10 mL de tampão 
PBS e centrifugada a 200 x g por 10 minutos. Após a centrifugação, o 
sobrenadante foi descartado e as células foram novamente lavadas com 
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PBS e centrifugadas. Ao fim da última lavagem, as células foram 
ressuspendidas em 1 mL de meio RPMI 1640 e o número de células 
viáveis foi avaliado pelo método de exclusão do corante Azul de Trypan 
(0,5%). A cada poço da placa de cultura celular foram adicionadas 8,0 x 
10
5
 células/ 200 μL de meio. Todo o procedimento foi realizado em 
fluxo laminar e todo material utilizado foi previamente esterilizado. 
 
3.4 TRATAMENTO DAS CÉLULAS COM OS DERIVADOS DE 
IMIDAS CÍCLICAS 
Os derivados de imidas cíclicasforam dissolvidos em DMSO na 
concentração de 10 mM, alicotadas e armazenadas a 4ºC. Para a 
utilização nos experimentos, foram utilizadas soluções preparadas a 
partir dessa solução estoque e diluídas em meio de cultura, a cada 
experimento uma nova alíquota foi utilizada, sendo esta, desprezada 
posteriormente. Nos ensaios, a concentração das imidas variou de 0,1 a 
100 μM, não ultrapassando a concentração de 2% (v/v) para o DMSO. A 
concentração total de 100 µM foi escolhida como concentração máxima, 
porque altas doses não são desejáveis, devido a sua provável toxicidade 
(COSTANZA et al., 1995; HU et al., 2007). 
O tratamento das células B16F10, K562, Jurkat e 
mononucleares de indivíduos saudáveis, foi realizado pela adição dos 
derivados de imidas cíclicas às mesmas, em um volume máximo de 10% 
do volume da suspensão celular, adicionadas aos poços da placa de 
cultura. As células B16F10 foram plaqueadas 24 horas antes da adição 
dos derivados de imidas cíclicas, para que a adesão das mesmas ocorra 
na placa de cultura. Todas as células foram mantidas em estufa nas 
condições descritas anteriormente, por períodos que variaram conforme 
cada protocolo experimental. Em todos os experimentos foram 
utilizados dois controles, um de células sem tratamento, e outro 
acrescido de 2% do solvente (DMSO) ao meio de cultura. 
 
3.5 VIABILIDADE CELULAR (MÉTODO DE MTT) 
O efeito citotóxico dos derivados de imidas cíclicas sobre as 
células de melanoma murino B16F10, de linhagem leucemia aguda 
humana K562 e Jurkat e sobre as células mononucleares de sangue 
periférico de indivíduos saudáveis, foi avaliado pelo método do MTT. 
Esse método consiste em um ensaio colorimétrico, que se baseia na 
redução do MTT ao seu derivado formazan de cor azulada pelo 
metabolismo mitocondrial (VAN DE LOOSDRECHT et al., 1991). 
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Após o tempo de incubação de cada experimento, as placas foram 
centrifugadas, o sobrenadante removido e adicionado o meio de cultura 
contendo 10% (v/v) de uma solução de MTT (5 mg/ml em PBS). Após 3 
h de incubação a 37ºC, as placas foram novamente centrifugadas e o 
sobrenadante removido. Os precipitados formados em cada poço foram 
dissolvidos em 100 μL de solução de álcool isopropílico/HCL 0,04 N e 
as placas foram submetidas a uma nova centrifugação, para a remoção 
dos restos celulares. O sobrenadante límpido foi transferido para outra 
placa, onde foi realizada a leitura das absorbâncias em 
espectrofotômetro Microwell Systems (Organon Teknika, Belgium) no 
comprimento de onda 540 nm. A densidade óptica do grupo controle 
(células sem tratamento) foi considerada como equivalente a 100% de 
células viáveis. Desse modo, quanto maior o número de células viáveis 
presentes, maior a oxidação do MTT. 
 
3.5.1 O efeito citotóxico dos derivados de imidas cíclicas sobre as 
células de melanoma murino (B16F10) 
 O efeito citotóxico dos derivados de imidas cíclicas sobre as 
células de melanoma murino (B16F10) foi avaliado através de curvas 
concentração-resposta, onde as células foram incubadas com os 
derivados de imidas cíclicas em concentrações crescentes (0,1, 1, 10 e 
100μM), em estufa úmida a 37ºC com 5% de CO2, por 24 h, após esse 
período as CI50 foram calculadas, utilizando-se o software GraphPad 
Prism 5. O composto que apresentou a maior redução da viabilidade 
celular foi selecionado e avaliado em diferentes tempos, 48 e 72 h, as 
CI50 também foram calculadas a partir destas curvas. 
  
3.5.2 O efeito citotóxico dos derivados de imidas cíclicas sobre as 
células de leucemias agudas humanas (K562 e Jurkat) 
Inicialmente, realizou-se uma triagem para avaliar o efeito 
citotóxico dos derivados de imidas cíclicas sobre as células de leucemia 
mieloide aguda humana (K562). As células foram incubadas com os 
derivados de imidas cíclicas (100 μM) em estufa úmida a 37ºC com 5% 
de CO2, por 24 h e a viabilidade celular foi avaliada pelo método do 
MTT. Ao composto que demonstrou maior redução da viabilidade 
celular no ensaio de triagem, foi proposto modificações estruturais 
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gerando cinco novas imidas cíclicas, estas seis imidas cíclicas e o 
controle positivo Taxol foram incubadas em concentrações crescentes 
(0,1, 1, 10 e 100μM), em estufa úmida a 37ºC com 5% de CO2. Após 24, 
48 e 72 h de incubação, a viabilidade celular foi avaliada pelo método 
do MTT. As CI50 foram obtidas a partir de curvas concentração-resposta 
em 24, 48 e 72 h, utilizando-se o software GraphPad Prism 5. 
 
3.5.3 O efeito citotóxico dos derivados de imidas cíclicas em células 
mononucleadas de indivíduos saudáveis 
 Logo após serem plaqueadas as células mononucleadas de 
indivíduos saudáveis foram incubadas com os derivados de imidas 
cíclicas (100 μM) em estufa úmida a 37ºC com 5% de CO2, por 24 h e a 
viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTT. 
 
3.6 AVALIAÇÃO DO CICLO CELULAR 
Para avaliar os efeitos dos derivados de imidas cíclicas nas 
fases do ciclo celular foi utilizado o PI/RNASE Solution kit, cujo 
princípio consiste na coloração dos ácidos nucleicos pelo iodeto de 
propídio (PI), após a digestão do RNA. O PI, dependendo da fase do 
ciclo celular, emite diferentes intensidades de fluorescência que, por sua 
vez, são captadas pelos detectores fotomultiplicadores do citômetro de 
fluxo, por variações no seu conteúdo de DNA, e, dessa forma, quantifica 
a porcentagem de células em cada fase do ciclo celular (GONG et al., 
1994). 
Os procedimentos foram realizados de acordo com as instruções 
do fabricante. As células B16F10, K562 e Jurkat (1,0 x 10
6
 
células/poço) foram tratadas com as imidas nas suas CI50 de 24 h, e 
incubadas durante 24 h em estufa úmida a 37ºC com 5% de CO2. Após 
esse período, as células foram lavadas duas vezes com PBS, submetidas 
à centrifugação a 200 x g por 10 minutos e o sobrenadante foi 
descartado. Em seguida, as células foram fixadas com 200 mL de etanol 
70% e incubadas durante 30 minutos a -4ºC. Após esse período, as 
células foram lavadas duas vezes em PBS contendo 2% de albumina 
bovina e centrifugadas a 200 x g durante 10 minutos. Adicionou-se ao 
sedimento celular 500 mL de solução de PI contendo RNAse e as 
células foram incubadas durante 15 minutos em temperatura ambiente e 




 (Becton Dickinson Immunocytometry Systems) e 
avaliadas pelo software WinMID versão 2.8. O controle negativo foi 
preparado com células sem tratamento para caracterização dos 
parâmentros a serem analisados no citômetro de fluxo. 
 
3.7 AVALIAÇÃO DA APOPTOSE 
Para avaliar a indução de morte celular por apoptose causada 
pelos derivados de imidas cíclicas, foram utilizados os seguintes 
métodos: microscopia de fluorescência com brometo de etídio e laranja 
de acridina, anexina V-FITC e fragmentação de DNA. 
 
3.7.1 Avaliação da apoptose por microscopia de fluorescência com 
brometo de etídio e laranja de acridina 
Para a avaliação das células apoptóticas por microscopia de 
fluorescência, foram utilizados os corantes fluorescentes laranja de 
acridina e brometo de etídio. O laranja de acridina é permeável à 
membrana intacta e confere fluorescência verde às células quando 
observadas ao microscópio de fluorescência; enquanto que o brometo de 
etídio é permeável à membrana somente quando a integridade da mesma 
está alterada, conferindo fluorescência vermelha ao núcleo das células 
(RENVOIZÉ et al., 1998). 
As células B16F10, K562 e Jurkat (1,0 x 10
6
 células/poço) 
foram tratadas por 24 h com os derivados de imidas cíclicas, nas suas 
CI50 de 24 h. Para as células B16F10 (aderidas), foram utilizadas 
lamínulas removíveis na placa, as quais foram retiradas após o 
tratamento, lavadas com PBS e colocadas sobre uma lâmina de vidro, o 
sobrenadante foi coletado, e as células presentes neste, lavadas com 
PBS, o sedimento celular foi ressuspendido com 40 μL de uma solução 
constituída de brometo de etídio (5 μg/mL) e laranja de acridina (10 
μg/mL) na proporção 1:1. Após incubação por 10 minutos à temperatura 
ambiente, 25 μL da suspensão celular foi adicionada sobre a lâmina 
(contendo a lamínula com as células aderidas) e recoberta por uma nova 
lamínula. Para as células K562 e Jurkat, o sobrenadante foi coletado e as 
células, presentes neste, processadas da mesma forma, sendo transferida 
para uma lâmina de vidro e recoberta com lamínula. As lâminas foram 
observadas em microscópio de fluorescência Olympus BX-FLA), 
usando objetiva de 40x. Campos representativos foram fotografados 
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com câmera fotográfica (Olympus BX40, Japan). As imagens foram 
avaliadas pelo programa de análise digital (NIH ImageJ 1.40 software, 
National Institute of Health website). 
 
3.7.2 Avaliação da apoptose pelo método anexina V-FITC 
Durante o estágio inicial da apoptose ocorre a perda da 
assimetria da membrana citoplasmática, com a consequente 
externalização dos resíduos de fosfatidilserina. A anexina V possui a 
propriedade de ligar-se especificamente aos resíduos de fosfatidilserina 
e quando conjugada ao FITC, permite identificar e quantificar as células 
que expõem esses resíduos por citometria de fluxo (ENGELAND et al., 
1998). 
Para a quantificação dos resíduos de fosfatidilserina, após o 
tratamento das células B16F10, K562 e Jurkat, com os derivados de 
imidas cíclicas nas suas CI50 de 24 h, utilizou-se o Annexin V- FITC 
Apoptosis Detection kit. Os procedimentos foram realizados de acordo 
com as instruções do fabricante. As células B16F10, K562 e Jurkat (1,0 
x 10
6
 células/poço) foram tratadas com os derivados de imidas cíclicas e 
incubadas, durante 12 h para as células B16F10 e 16 h para as células 
K562 e Jurkat, em estufa úmida a 37ºC com 5% de CO2. Após esse 
período, as células foram lavadas duas vezes com tampão PBS e 
submetidas à centrifugação a 200 x g, por 10 minutos. O sobrenadante 
foi removido e ao sedimento celular, foram adicionados 100 mL de 
tampão de anexina na diluição 1:10. Em seguida, foram acrescentados 5 
mL de anexina V-FITC em cada tubo contendo a suspensão celular. 
Depois, a suspensão de células com anexina V-FITC foi mantida ao 
abrigo da luz durante 15 minutos em temperatura ambiente. 
Transcorrido o tempo, foram adicionados 400 mL do tampão de anexina 
(1:10) para posterior análise. O controle negativo dos experimentos foi 
preparado com as células sem tratamento, a fim de definir uma 
quantificação basal de marcação com anexina V-FITC. As análises 
foram realizadas no citômetro de fluxo BD FACSCanto
TM
 (Becton 
Dickinson Immunocytometry Systems) e avaliadas pelos software 
WinMID versão 2.8 e Infinicyt versão 1.6. 
 
74 
3.7.3 Análise da Fragmentação do DNA 
Durante o processo apoptótico ocorre a degradação interssomal 
do DNA, que pode ser observada após eletroforese do DNA em gel, 
onde pode-se verificar padrão característico “em escada” opondo-se ao 
arrastado visto na necrose. Isso se deve ao fato de que as quebras no 
DNA ocorrem entre os nucleossomas, formando fragmentos múltiplos 
de 200 pares de bases, e que a membrana plasmática não se rompe, 
prevenindo a liberação de componentes celulares para o meio 
extracelular (KERR et al., 1995, KROEMER et al., 2005). 
A fragmentação de DNA foi avaliada por eletroforese em gel de 
agarose. As células K562 e Jurkat (1,0 x 10
6
 células/poço) foram 
tratadas com os derivados de imidas cíclicas nas suas CI50 de 24 h. Após 
24 horas estas foram transferidas para um tubo contendo 1 mL de 
solução de guanidina 5M, para a extração do DNA (LIEPPKE et al., 
1987). Os tubos contendo solução de guanidina 5M e as células foram 
submetidos à agitação contínua overnight em mesa agitadora orbital, à 
temperatura ambiente (20 a25°C), para lise das membranas celulares. 
Após a lise, foram adicionados 50 µL de solução de dióxido de sílica 
acidificada. A mistura foi homogeneizada por inversão durante 5 
minutos e, após, submetida à centrifugação a 1.600 x g/1 minuto. O 
sedimento foi lavado 2 vezes com 500 μL de solução de lavagem de 
guanidina 5M (isotiocianato de guanidina 5M: Tris pH 6,4 0,1M), 2 
vezes com 500 μL de etanol 70% (p/p) e 1 vez com 500 μL de acetona 
P.A. O sedimento foi submetido à secagem a 56°C/10 minutos em 
termobloco e re-hidratado com 35 μL de tampão Tris-EDTA pH 7,4 
(Tris pH 6,4 0,1M: EDTA pH 8,0 0,2M) a 56°C/10 minutos. Após 
centrifugação de 10.000 x g/5 minutos, o sobrenadante foi transferido 
para um microtubo livre de RNAse e DNAse. A fragmentação do DNA 
foi analisada após eletroforese em gel de agarose 2%, corada com 
brometo de etídeo. A corrida eletroforética foi realizada a 80V por 50 
minutos em tampão TAE 1x (tris-ácido acético-EDTA). Os géis foram 
fotografados sob iluminação ultravioleta de 320 nm (HOEFER-Macro 






3.8 AVALIAÇÃO DO POTENCIAL MITOCONDRIAL 
Para avaliar os efeitos dos derivados de imidas cíclicas sobre o 
potencial mitocondrial das células K562 e Jurkat foi utilizado o kit 
MitoView 633. Segundo o fabricante, o MitoView 633 é um corante 
fluorescente mitocondrial de coloração vermelha que se difunde através 
da membrana plasmática e se acumula na mitocôndria em concentrações 
nanomolares. As mitocôndrias com atividade fisiológica normal do 
potencial mitocondrial são coradas com o MitoView 633 e fluorescem 
após o acúmulo do corante no ambiente de lipídios das mitocôndrias. 
Quando há uma diminuição no potencial mitocondrial, as mitocondrias 
perdem essa fluorescência. 
Os procedimentos foram realizados de acordo com as instruções 
do fabricante. As células K562 e Jurkat (1,0 x 10
6
 células/poço) foram 
tratadas com os derivados de imidas cíclicas nas suas CI50 de 24 h, e 
incubadas durante 12 h em estufa úmida a 37ºC com 5% de CO2. Após 
esse período, as células foram lavadas duas vezes com PBS, submetidas 
à centrifugação a 200 x g por 10 minutos e o sobrenadante foi 
descartado. Em seguida, foram adicionados sobre o sedimento celular 
100 μL da solução de MitoView 633 diluído 1:10.000. As células foram 
incubadas por 30 minutos à temperatura ambiente no escuro. Após esse 
período, as células foram centrifugadas a 200 x g por 10 minutos, o 
sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspendido em 1 mL 
de PBS. As análises foram realizadas no citômetro de fluxo BD 
FACSCanto
TM
 (Becton Dickinson Immunocytometry Systems) e 
avaliadas pelo software Infinicyt versão 1.6. O controle negativo foi 
preparado com células sem tratamento para caracterização dos 
parâmentros a serem analisados no citômetro de fluxo. 
 
3.9 AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO DAS PROTEÍNAS AIF, Bcl-2, 
Bax, FasR, Caspase-3 ATIVA, p53, ABCC1 E LRP POR 
CITOMETRIA DE FLUXO 
Para estudar a expressão das proteínas AIF, Bcl-2, Bax, FasR, 
Caspase-3 ativa, p53, ABCC1 e LRP as células K562 e Jurkat (1,0 x 10
6
 
células/poço) foram tratadas com os derivados de imidas cíclicas nas 
suas CI50 de 24 h, e incubadas em diferentes tempos (3, 6, 9, 12 ou 24 h) 
em estufa úmida a 37ºC com 5% de CO2. Para a fixação e 
permeabilização das células foi utilizado o kit BD Cytofix/Cytoperm 
(exceto para o FasR). Após os períodos de incubação, as células foram 
lavadas duas vezes com PBS, submetidas à centrifugação a 200 x g por 
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10 minutos e o sobrenadante foi descartado. Ao sedimento celular foram 
adicionados 200 μL do reagente BD Fix/Perm e as amostras foram 
incubadas a 8°C por 20 minutos. Em seguida, as amostras foram 
submetidas à centrifugação a 200 x g por 10 minutos, o sobrenadante 
descartado e o sedimento celular foi ressuspendido com 100 μL de 
tampão de lavagem Fix/Perm. Foram adicionados 5 μl do anticorpo 
monoclonal anti-AIF, 3 μL do anticorpo monoclonal anti-Bcl-2-FITC, 5 
μl do anticorpo monoclonal anti-Bax-PerCP, 5 μl do anticorpo 
monoclonal anti-FasR–PE, 5 μl do anticorpo monoclonal anti-caspase-3 
ativa-FITC, 5 μl do anticorpo monoclonal anti-p53 –PE, 5 μl do 
anticorpo monoclonal anti-ABCC1 e 5 μl do anticorpo monoclonal anti-
LRP, as amostras foram incubadas a 8°C por 15 minutos no escuro. 
Após a incubação, foram adicionados 500 μL do tampão de lavagem, e 
as amostras foram centrifugadas a 200 x g por 10 minutos. Para as 
amostras contendo o anti-AIF, o anti-ABCC1 e o anti-LRP adicionou-se 
100 μL de Alexa 488 (previamente diluído) e as amostras foram 
novamente incubadas a 8°C por 15 minutos no escuro. Após esta nova 
incubação, foram adicionados 500 μL do tampão de lavagem, e as 
amostras foram centrifugadas a 200 x g por 10 minutos. Ao término das 
lavagens adicionou-se 1 mL de PBS ao sedimento celular para a 
posterior análise no citômetro de fluxo BD FACSCanto
TM
 (Becton 
Dickinson Immunocytometry Systems). A avaliação dos resultados foi 
realizada pelo software Infinicyt versão 1.6. O controle negativo foi 
preparado com células sem tratamento com as imidas. 
 
3.10 AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO DAS PROTEÍNAS 
SURVIVINA E KI67 POR IMUNOCITOQUÍMICA 
Para estudar a expressão das proteínas survivina e Ki67 foi 
empregado a técnica de imunocitoquímica, utilizando-se o método 
estreptoavidina-biotina-peroxidase (labelled streptavidin biotin - 
LSAB). As células K562 (1,0 x 10
5
 células/poço) e Jurkat (2,0 x 10
5
 
células/poço) foram tratadas com os derivados de imidas cíclicas nas 
suas CI50 de 24 h, e incubadas durante 24 h em estufa úmida a 37ºC com 
5% de CO2. Após o período de incubação, as células foram 
centrifugadas em citocentrífuga (CYTOPRO
TM
 – Wescor) em lâminas 
pré-tratadas com solução de silano a 5% em acetona PA. Em seguida, as 
células foram fixadas em etanol 95% por 1 hora à temperatura ambiente. 
Após a fixação, as lâminas foram lavadas duas vezes com PBS por 5 
minutos e realizou-se o bloqueio da peroxidase endógena, para evitar 
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reações inespecíficas falso-positivas, com solução de peróxido de 
hidrogênio a 3% em metanol absoluto por 20 minutos. Posteriormente, 
as lâminas foram lavadas duas vezes com PBS por 5 minutos, e 
submetidas à permeabilização celular com solução de Triton X-100-PBS 
0,2%. O anticorpo monoclonal antisurvivina, diluído a 1:50, e o 
anticorpo monoclonal anti-Ki67, diluído a 1:100 foram adicionados 
sobre as células nas lâminas, e as mesmas foram mantidas em câmara 
úmida a 8°C por 12 h. Após esse período, as lâminas foram lavadas duas 
vezes com tampão PBS e incubadas com anticorpo secundário 
biotinilado do kit LSAB + System-HRP por 30 minutos. Logo após esta 
etapa, as lâminas foram novamente lavadas com PBS e incubadas com 
estreptavidina conjugada à peroxidase do kit LSAB + System-HRP por 
40 minutos. Posteriormente às duas lavagens com PBS, as amostras 
foram submetidas à revelação colorimétrica com uma solução 
cromógena DAB, conforme recomendação do fabricante. Após a 
revelação, foi realizada a contracoloração das lâminas com solução de 
hematoxilina de Harris, desidratação através de passagem das lâminas 
em concentrações crescentes de etanol, diafanização em xilol e 
montagem em meio de montagem sintético. Utilizou-se, como controles 
positivos, tecidos sabidamente positivos para os antígenos pesquisados 
(carcinoma de mama para a proteína survivina e linfonodo para a 
proteína Ki67), e o controle negativo foi realizado sem adição do 
anticorpo primário nas reações. O resultado positivo foi revelado pelo 
aparecimento de coloração castanha no local da marcação pelo 
anticorpo. A leitura das lâminas foi realizada em microscópio ótico 
NIKON ECLIPSE 50i acoplado a câmera NIKON DIGITAL SIGHT 
DS-5M e o programa NIS ELEMENTS F, VERSION 2.10 , em 
aumento de 400X. As imagens foram avaliadas pelo programa de 
análise digital (NIH ImageJ 1.40 software, National Institute of Health 
website). 
 
3.11 ENSAIO SEMI-QUANTITATIVO DA TRANSCRIPTASE 
REVERSA-REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE (RT- PCR) 
 Para estudar a expressão do gene abcc1, as células K562 e 
Jurkat (3x10
6
 células/poço) foram tratadas com os derivados de imidas 
cíclicas nas suas CI50 de 24 h, e incubadas durante 6 h em estufa úmida 
a 37ºC com 5% de CO2. Células sem tratamento foram usadas para 
controle da reação. 
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3.11.1 Extração de RNA 
O RNA total foi extraído utilizando-se o QIAamp RNA Blood 
Mini Kitpara tanto, após a incubação, as células (K562 e Jurkat) foram 
lavadas três vezes com tampão PBS. O procedimento para extração do 
RNA total foi realizado conforme instruções do fabricante. Brevemente, 
as células foram lisadas utilizando-se 600 µL de tampão de lise, 
fornecido pelo kit, e β-mercaptoetanol 0,1%. O lisado de células foi 
transferido para a coluna QIAshredder e centrifugado a 10.000 g por 2 
minutos. A coluna foi descartada e ao filtrado foram adicionados 600 µL 
de etanol 70%. Todo o lisado foi transferido para uma coluna QIAamp e 
submetido a uma nova centrifugação de 10.000 g por 15 segundos. A 
coluna QIAamp foi lavada duas vezes com tampão de lavagem, também 
fornecido pelo kit. Após a lavagem, foram adicionados à coluna 50 µL 
de água livre de RNases (fornecida pelo kit) e esta foi submetida a uma 
última centrifugação a 10.000 g por 1 minuto. O filtrado contento o 
RNA total foi armazenado a -80 °C para ser posteriormente utilizado 
para a síntese de cDNA.  
 
3.11.2 Síntese de DNA complementar 
 A quantificação do RNA total foi realizada por fluorimetria 
utilizando-se o Qubit™ Quantitation Platform (Invitrogen) e a sua 
qualidade foi avaliada pela visualização das bandas de RNA ribossomal 
(RNAr) em eletroforese em gel de agarose 2%. Foram consideradas 
apenas as amostras de boa qualidade,ou seja, aquelas que não 
apresentavam rastro abaixo das bandas de RNAr e cuja a banda 
referente ao RNAr 28S apresentava o dobro da intensidade da banda do 
rRNA 18S. 
Para a síntese do cDNA, de 1 μg a 5 μg de RNA total foram 
adicionados em microtubos de 0,2 mL. O possível DNA contaminante 
nas amostras foi eliminado por digestão com DNase. Para tanto, 
adicionou-se ao RNA total 1 µL de DNase (1 U/µL), 1 µL de tampão de 
reação e água tratada com dietil pirocarbonato (água-DEPC) até o 
volume para 10 μL. Após digestão de 15 minutos a temperatura 
ambiente, a DNase foi inativada por 1 µL de EDTA (25 mM) e 
incubação de 10 minutos a 65 °C.   
Após a inativação da DNase, as amostras foram submetidas a 
uma incubação de 5 minutos a 70 ºC, seguida de uma incubação em gelo 
por 5 minutos. Após a incubação em gelo, a cada tubo de amostra foram 
adicionados 15 µL de solução mix contendo: 5 μL de tampão 5x first 
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strand (250 mM Tris-HCl, pH 8,3; 375 mM KCl; 15 mM MgCl2), 2 μL 
de DTT (0,1M), 2 μL de random hexamers (100 ng/μL), 0,4 μL de 
dNTP mix (100 mM cada), 0,5 μL de RNAse (40 U/μL), 0,5 μL de 
transcriptase reversa (200 U/μL) e água-DPEC q.s.p. para 15 μL. As 
amostras foram levadas ao termociclador (Mastercycler Personal, 
Eppendorf) e submetidas à seguinte programação: 25 ºC por 5 minutos, 
37 ºC por 60 minutos e 90 ºC por 5 minutos. Ao fim da programação, as 
amostras foram incubadas em gelo por 5 minutos. As amostras de 
cDNA foram dosados por fluorimetria utilizando-se o Qubit™ 
Quantitation Platform e armazenados em freezer a menos 20 ºC para 
serem posteriormente utilizados nos ensaios de detecção da transcrição 
dos genes de resistência e na pesquisa da presença de translocações 
cromossômicas. 
 
3.11.3 Detecção da transcrição gênica de abcc1 por transcrição reversa 
 A avaliação de transcrição gênica das proteínas de resistência 
foi realizada utilizando-se a técnica de RT-PCR semiquantitativa. 
Os pares de oligonucleotídeos iniciadores ou primers (Quadro 
1) utilizados para avaliar a transcrição de abcc1 foram previamente 
descritos por Valera et al. (2004) e a transcrição de gapdh foi utilizada 
para a normalização das bandas.  
 





sense: 5‟ – TGGGACTGGAATGTCACG – 3‟ 
antisense: 5‟ – AGGAATATGCCCCGACTTC – 3‟ 
260 pb 
gapdh 
sense: 5‟ – CGTCTTCACCACC ATGGAGAA – 3‟ 
antisense: 5‟ – GAGGCAGGGATGATGTTCTG – 3‟ 
330 pb 
pb – Pares de base. Adaptado de: VALERA et al., 2004. 
 
Todas as reações foram preparadas com um volume final de 50 
μL. As reações de PCR com os primers para abcc1 e gapdh, foram 
realizadas nas seguintes condições: 1 μg de cDNA, 5 μL de tampão 10X 
concentrado para Taq DNA polimerase (20 mM Tris-HCl, pH 8.4; 50 
mM KCl), 1,5 μL de MgCl2 (50 mM), 0,4 μL de dNTP mix (100 mM de 
cada), 1 μL de primer sense e antisense (10 µM cada), 0,4 μL de Taq 
DNA polimerase (5 U/μL) e água ultra-pura q.s.p para 50μL.  
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As amostras foram inicialmente desnaturadas a 94 °C por 5 
minutos e, depois, submetidas às condições de reação ideal para cada 
par de primers, conforme Quadro 2. Ao fim dos ciclos da PCR, foi 
realizada uma extensão final 72 °C por 10 minutos. As condições ideais 
de reação e o número de ciclos utilizados foram estabelecidos em 
ensaios prévios realizados no Laboratório de Oncologia Experimental e 
Hemopatias (LOEH) de forma que a PCR terminasse na fase 
exponencial da amplificação. 
 
Quadro 2: Condições de reação para a detecção de abcc1. 














C/30 seg 25 
 
 Os produtos das PCRs foram submetidos à eletroforese em gel 
de agarose a 2% a 100 volts por 30 minutos e corados com brometo de 
etídio. As bandas foram visualizadas em transiluminador (HOEFER-
MacroVue UV-20) sob luz UV de 320 nm e fotografadas com o sistema 
de foto-documentação de géis (DOC-PRINT
®
, Biosystems). O tamanho 
dos fragmentos foi estimado, por comparação, com o marcador de 
tamanho molecular 50 pb.  
 A intensidade média de cada banda foi avaliada pelo programa 
de análise digital (NIH ImageJ 1.40 software, National Institute of 
Health website). A intensidade das bandas do gene abcc1 foi dividida 
pela intensidade do gene normalizador gapdh. Os resultados foram 
relatados na forma de transcrição relativa. 
 
3.12 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
Os resultados obtidos foram expressos como a média ± erro 
padrão da média (EPM). Cada experimento foi repetido pelo menos três 
vezes. A análise estatística foi realizada utilizando-se a análise de 
variância de uma e duas vias (ANOVA), seguida pelo teste “t” de 
Bonferroni. Os valores de p< 0,05 foram considerados estatisticamente 
significativo. 
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CAPÍTULO 4: RESULTADOS E DISCUSSÃO – MECANISMOS 
DE APOPTOSE EM CÉLULAS DE MELANOMA MURINO 
(B16F10) 
4.1 EFEITO CITOTÓXICO DOS DERIVADOS DE IMIDAS 
CÍCLICAS SOBRE CÉLULAS DE MELANOMA MURINO B16F10 
Inicialmente o efeito citotóxico de diferentes derivados de 
imidas cíclicas foi avaliado em células de melanoma murino B16F10 
pelo ensaio de viabilidade celular MTT (VAN DE LOOSDRECHT, et 
al., 1991), por 24 horas nas concentrações de 0,1 a 100 μM, como pode 
ser observado na Figura 1. 
 
 
Figura 1: Efeito citotóxico de derivados de imidas cíclicas 1-9 em células de 
melanoma murino B16F10. 
 
As imidas cíclicas na concentração de 0,1 a 100 µM foram incubadas com as 
células de melanoma murino B16F10 por 24 h. A viabilidade foi avaliada pelo 
ensaio de MTT. A densidade óptica do grupo controle (célula sem tratamento) 
corresponde a 100% da viabilidade celular. Cada ponto representa a média ± 
EPM de três experimentos independentes. Diferença estatisticamente 
significante em relação ao grupo controle, ***p< 0,001, ANOVA one way e 
post teste t de Bonferroni. 
 
Após a incubação das células B16F10 por 24 horas, com os 
compostos, em concentrações crescentes (0,1 - 100 µM), foi possível 
determinar a CI50 (Concentração Inibitória 50%) para quatro imidas 
cíclicas (1 – 4), uma sulfonamida (5) e quatro sulfonil-hidrazonas (6 – 
9), como pode ser observado na Tabela 1, onde também se observa que 
o único composto que apresentou valores de CI50 inferior a 100 µM foi o 












































































































































variaram entre 100 e 200µM e os compostos 4 e 5 apresentaram valores 
de CI50 superior a 300µM.   
Como pode ser observado, o composto 2 reduziu 
significativamente a viabilidade celular de maneira concentração-
dependente, quando comparado ao grupo controle (células não tratadas), 
com  CI50 de 77,75 ± 1.3 µM (Figura 1, Tabela 1).  
 
Tabela 1:Valores da CI50 para os derivados de imidas cíclicas (1 – 9), em 
células B16F10. 
Compostos CI50 (µM) 
1 103,90 (± 2,8) 
2 77,75 (± 1,3) 
3 108,20 (± 8,2) 
4 >300 
5 >300 
6 116,40 (± 7,3) 
7 271,00 (± 7,3) 
8 115,00 (± 9,4) 
9 201,70(± 12.1) 
 
Vários estudos demonstraram que compostos derivados de 
imidas cíclicas apresentam atividade antitumoral (LOH; COSBY; 
SARTORELLI, 1980; FOURNEL et al., 2002; KENDALL et al., 2007). 
Cechinel Filho e colaboradores (1994) sugerem que a atividade 
citotóxica das imidas cíclicas possa ser atribuída a natureza hidrofóbica 
(anel imidíco) destes compostos e ao seu potencial eletricamente neutro, 
o que facilita a penetração dos compostos através da membrana celular 
(LOH; COSBY; SARTORELLI, 1980). Outros estudos relataram que os 
efeitos citotóxicos de compostos derivados de imidas cíclicas, possam 
estar relacionados com o tamanho e com as características dos 
grupamentos substituintes do anel imídico, e que estes grupamentos 
substituintes poderiam modificar as propriedades eletrônicas e estéricas 
dos compostos, alterando assim, a sua atividade citotóxica 
(CECHINEL-FILHO et al., 2003; PRADO et al., 2004). Os resultados 
encontrados neste trabalho corroboram essas teorias, pois apesar de 
todos os compostos causarem alguma redução na viabilidade celular, 
observou-se que a inserção de substituintes mais volumosos 
(benzenossulfonil cloreto, benzenesulfonohidrazide) diminuíram a 
atividade citotóxica dos derivados de imidas cíclicas, sugerindo a 
influência de parâmetros estéricos. Por exemplo, os compostos 1, 2 e 
3,que não possuem esses substituintes mais volumosos, foram os que 
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demonstraram menores valores de CI50, observa-se, também, que a 
inserção do grupamento cloro no anel imídico (composto 4), diminuiu 
significativamente a sua atividade quando comparada com os compostos 
1, 2 e 3, sugerindo a influência de parâmetros eletrônicos. Estes 
resultados poderiam ser mais bem explicados em um estudo mais 
aprofundado de relação estrutura atividade. 
 
4.2 EFEITO CITOTÓXICO DO COMPOSTO 2 SOBRE CÉLULAS 
DE MELANOMA MURINO B16F10 
Os mecanismos envolvidos na atividade antitumoral das imidas 
cíclicas ainda não foram bem definidos e precisam ser elucidados. 
Assim, com o objetivo de se obter o melhor entendimento destes 
mecanismos, o composto 2 foi selecionado para avaliação do seu efeito 
na proliferação, no ciclo e na morte celular. Inicialmente foi avaliado a 
citotoxicidade do composto 2 em diferentes concentrações (0,1 - 100 
µM), e em diferentes tempos (24, 48 e 72 horas).  
 
Figura 2: Efeito citotóxico do composto 2 em células de melanoma murino 
B16F10. 






































Tempo CI50 (μM) 
24 horas 77,75 ± 1,3 
48 horas  69,62 ± 2,3 
72 horas 38,99 ± 3,0 
 
As células B16-F10 foram incubadas na presença e ausência de diferentes 
concentrações do composto 2 (0,1 - 100 µM), e em diferentes tempos (24, 48 e 
72h) (Painel A), para o calculo da CI50 (Painel B). A viabilidade foi avaliada 
pelo ensaio de MTT. A densidade óptica do grupo controle (célula sem 
tratamento) corresponde a 100% da viabilidade celular. Cada ponto representa a 
média ± EPM de três experimentos independentes. Diferença estatisticamente 
significante em relação ao grupo controle, *p<0,001, ANOVA one way e post 




Como pode ser observado na Figura 2, o composto 2 apresentou 
efeito citotóxico de maneira concentração e tempo dependente, 
apresentando valores de CI50 de 77,75 ± 1,3 µM, 69,62 ± 2,3 µM e 
38,99 ± 3,0 µM para 24 horas, 48 horas e 72 horas, respectivamente.  
Esses resultados de CI50 foram considerados promissores e estão de 
acordo com os trabalhos anteriormente citados, que relatam atividade 
citotóxica para compostos derivados de imidas cíclicas (LOH; COSBY; 
SARTORELLI, 1980; CECHINEL-FILHO et al., 1984; FOURNEL et 
al., 2002; CECHINEL-FILHO et al., 2003; KENDALL et al., 2007), 
entretanto, mais estudos são necessários para avaliar o efeito do 
composto 2 na progressão e morte celular. 
 
4.3 EFEITO DA IMIDA CÍCLICA 2 SOBRE AS FASES DO CICLO 
CELULAR NAS CÉLULAS DE MELANOMA B16F10 
Para avaliar o efeito composto 2 na progressão do ciclo celular, 
as células B16F10 foram tratadas com o composto 2, na sua CI50 de 24 
horas (77,75 µM), e incubadas durante 24 horas em estufa úmida a 37ºC 
com 5% de CO2. A análise das fases do ciclo celular foi realizada pela 
avaliação do conteúdo de DNA, por citometria de fluxo, utilizado o 
PI/RNASE Solution kit, cujo princípio consiste na coloração dos ácidos 
nucléicos pelo iodeto de propídio, após a digestão do RNA (Figura 3, 
Painel A e B). Os dados da Figura 3 (Painel C) foram obtidos pela 
separação das fases do ciclo celular em fase G0/G1, fase S e fase G2M, 
além da fase sub-G0/G1, que caracteriza as células que não estão mais 
viáveis. Em comparação com o grupo controle (sem tratamento), 
observa-se que as células tratadas com o composto 2 apresentaram 
aumento significativo de células na fase sub-G0/G1 (18,76%), fase S 
(31,05%) e fase G2/M (21,8%) acompanhado por uma significativa 




Figura 3: Análise do efeito do composto 2, no ciclo celular de células 
de melanoma murino (B16-F10). 

















Controle 62,40 19,79 17,81 1,29 
Composto 2 47,47*** 31,05*** 21,48*** 18,76*** 
As células B16-F10 foram incubadas na presença e ausência de 77,75 µM do 
composto 2 e a porcentagem de células em cada fase do ciclo celular foi 
analisada pelo conteúdo de DNA. Painel A-B: Representação das fases do ciclo 
celular, figura representativa de 3 experimentos independentes. Painel A: Grupo 
controle (células sem tratamento) Painel B: Células tratadas por 24 horas na 
presença do composto 2. Painel C: Média + SEM de três experimentos 
independente, diferença estatisticamente significante do grupo controle, ***p< 
0.001, usando ANOVA one way e post teste t de Bonferroni.  
 
 
Diversos estudos demonstram que desordens no ciclo celular 
podem estar associadas com o desenvolvimento de diferentes tipos de 
tumores, e, que o entendimento dos mecanismos celulares envolvidos 
nessas desordens pode ser fundamental para o desenvolvimento de 
fármacos eficazes no tratamento do câncer. O ciclo celular é controlado 
nos denominados “pontos de checagem”, os quais permitem o 
desencadeamento do próximo passo somente após o término do estágio 
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precedente (PERES; CURI, 2005). O bloqueio do ciclo celular nesses 
“pontos de checagem” em resposta à detecção de um dano ao DNA leva 
à ativação de uma série de mecanismos de reparação do DNA para que o 
ciclo celular prossiga (VERMEULEN; VAN BOCKSTAELE; 
BERNEMAN, 2003; MALUMBRES; BARBACID, 2009).  Após a 
identificação de algum dano no genoma celular, a célula possui três 
caminhos a seguir: reparo do dano, entrar em apoptose ou morrer por 
necrose. Se o dano for extenso, se a concentração de ATP for 
insuficiente ou se ocorrer a inativação das caspases, a apoptose torna-se 
impossibilitada e a célula morre por necrose. Se o dano for moderado, a 
célula poderá ativar a proteína p53 e reparar o dano ou induzir a 
apoptose. Em algumas situações, a célula pode iniciar o processo de 
apoptose, e com o consumo de ATP e inativação das caspases, entrar em 
processo de necrose (LEIST; NICOTERA, 1997; VERMEULEN; 
BOCKSTAELE; BERNEMAN, 2003). 
Nossos resultados até aqui mostram que o composto 2 causa 
morte celular de forma concentração e tempo dependentes (Figura 2), 
por bloqueio nas fases S e G2/M do ciclo celular (Figura 3). Sendo 
assim, o próximo foco de investigação foi avaliar a via de morte celular 
envolvida. 
 
4.4 EFEITO DA IMIDA CÍCLICA 2 NA INDUÇÃO DA APOPTOSE 
NAS CÉLULAS DE MELANOMA B16F10 
Para analisar a via de morte, induzida nas células B16F10 pelo 
composto 2, foram utilizadas duas metodologias: brometo de etídio e 
laranja de acridina e anexina V-FITC. No método do brometo de etídio e 
laranja de acridina as células viáveis apresentam uma fluorescência 
verde (corante laranja de acridina) e as células apoptóticas apresentam 
uma coloração alaranjada (corante brometo de etídio), quando 
observadas em microscópio de fluorescência. Isto se deve ao fato de que 
o laranja de acridina é um corante permeável à membrana intacta, 
enquanto que o brometo de etídio é permeável somente à membrana que 
possui sua integridade alterada, intercalando-se, assim, com o DNA. A 
fluorescência do brometo de etídio predomina sobre a fluorescência do 
laranja de acridina, assim, as células viáveis apresentam fluorescência 
verde, as células em apoptose inicial apresentam núcleo com 
fluorescência verde e cromatina condensada ou fragmentada, as células 
em apoptose tardia apresentam núcleo com fluorescência laranja e 
cromatina condensada ou fragmentada, e as células necróticas 
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apresentam fluorescência laranja uniforme (RENVOIZÉ et al., 1998). 
Como pode-se observar na Figura 4, após a incubação do composto 2 
(77,75 µM) com as células B16F10 por 24 horas houve um aumento 
significativo de células nas fases iniciais de apoptose, as quais ainda 
possuem membrana intacta e núcleo corado em verde. Entretanto 
algumas células parecem estar em fases tardia de apoptose, pois 
apresentam cromatina condensada e áreas alaranjadas no núcleo; 
deferentes daquelas observadas no grupo controle que apresentam 
fluorescência verde.  
 
Figura 4: Análise da apoptose, causada pelo composto 2, em células de 
melanoma (B16-F10), através da miscroscopia de fluorescência. 
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Painel A: Grupo controle (células sem tratamento). Painel B: Células B16F10 
tratadas 24 horas na presença do composto 2 (77,75 µM). Painel C: Os 
resultados representam a análise das imagens expressos através da média + 
SEM de três experimentos independentes. A apoptose foi determinada pelo 
ensaio de brometo de etídio e laranja de acridina através da miscroscopia de 
fluorescência. A análise foi realizada através do software ImageJ, diferença 
estatisticamente significante em relação ao grupo controle, ***p<0,001, 
utilizando ANOVA one way e post teste t de Bonferroni.   A barra representa 20 
µm e o aumento utilizado foi de 400X. Figura representativa de 3 experimentos 
independentes. 
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A análise da apoptose também foi realizada pelo ensaio de 
Anexina V-FITC. Esse ensaio baseia-se na propriedade da 
fosfotidilserina, que normalmente está presente na camada interna da 
membrana plasmática, ser externalizada para fora da membrana durante 
o estágio inicial da apoptose, promovendo assim, a perda da assimetria 
da membrana plasmática. A anexina V possui a propriedade de ligar-se 
especificamente aos resíduos de fosfatidilserina e quando conjugada ao 
FITC, permite identificar e quantificar as células que expõem esses 
resíduos, por citometria de fluxo (ENGELAND et al., 1998). 
Como pode ser observado na Figura 5, após a incubação do 
composto 2 (77,75 µM) com as células B16F10 por 12 horas, houve um 
aumento significativo da expressão de anexina V nas células B16F10 
(69,27%) quando comparado com o grupo controle (36,70 %), o que 
sugere que  a morte celular causada pelo Composto 2 ocorre pela 
indução da apoptose. Esses resultados confirmam que as células B16F10 
observadas na fase sub-G0/G1 são apoptóticas (Figura 3) e são 
compatíveis com os resultados obtidos no ensaio de MTT (Figura 2) e 
com o ensaio de brometo de etídio e laranja de acridina (Figure 4). 
 
Figura 5: Análise da apoptose causada pela imida cíclica 2, em células 
de melanoma murino (B16-F10), por citometria de fluxo. 







Composto Anexina Positiva 
(%) 
Controle 36,70 
Composto 2 69,27*** 
 
As células B16F10 foram tratadas, por 12 horas, na ausência e na presença da 
imida cíclica 2 (77,75 µM) (Painel A). Os resultados representam a média ± 
EPM de três experimentos independentes (Painel B). O controle está 
representado em cinza e as imidas cíclicas em branco. A apoptose foi 
determinada pelo ensaio de anexina V-FITC por citometria de fluxo. Figura 
representativa de 3 experimentos independentes. ***p< 0.001 comparado com o 
grupo controle, usando ANOVA one way e post teste t de Bonferroni. 
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 Os efeitos biológicos observados até aqui sugerem promissoras 
aplicações para os derivados de imida cíclica, em especial para o 
composto 2 (2-benzil-1H-benzo [de] isoquinolina-1,3 (2H)-dione), no 
entanto, mais estudos serão necessários para determinar o mecanismo de 
bloqueio do ciclo celular e os mecanismos de apoptose induzidos pelos 
derivados de imidas cíclicas, para a continuidade desses estudos outras 





CAPÍTULO 5: RESULTADOS E DISCUSSÃO – MECANISMOS 
DE APOPTOSE EM CÉLULAS DE LEUCEMIA MIELOIDE 
AGUDA (K562) E EM CÉLULAS DE LEUCEMIA LINFOIDE 
AGUDA (JURKAT) 
5.1 EFEITO CITOTÓXICO DOS DERIVADOS DE IMIDAS 
CÍCLICAS SOBRE CÉLULAS DE LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA 
K562 E EM CÉLULAS DE LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA 
JURKAT 
 Considerando que os resultados do composto 2 (2-benzil-1H-
benzo [de] isoquinolina-1,3 (2H)-dione) em relação ao seu efeito 
citotóxico contra as células de linhagem de melanoma murino (B16F10) 
foram satisfatórios, foi proposto uma nova alteração estrutural em outros 
derivados das imidas cíclicas com a finalidade de se obter novos 
compostos com  CI50% mais baixas, o que originou seis novos derivados 
(Esquema 9). No entanto, nessa segunda etapa para avaliar o efeito 
citotóxico desses compostos foram selecionadas duas linhagens de 
células tumorais de origem humana, a K562 (Leucemia Mieloblástica 
Aguda) e a Jurkat (Leucemia Linfoblástica Aguda). 
Dessa forma, uma nova triagem para avaliar a citotoxicidade foi 
realizada com o composto 2, juntamente com seis novos derivados (10, 
11, 12, 13, 14, 15) em células K562. 
 
Figura 6: Efeito citotóxico dos compostos derivados de imidas cíclicas 2, 10, 



































Os compostos 2, 10, 11, 12, 13, 14 e 15 (100 µM) foram incubados com as 
células por 24 horas. A viabilidade foi avaliada pelo ensaio de MTT. A 
densidade óptica do grupo controle (célula sem tratamento) corresponde a 100% 
da viabilidade celular. Cada ponto representa a média ± EPM de três 
experimentos independentes. Diferença estatisticamente significante em relação 




Como pode ser observado na Figura 6, após a incubação das 
células K562 com os compostos (2, 10, 11, 12, 13, 14 e 15) na 
concentração de 100 ɥM por 24 horas, somente os compostos 2 e 15 
demostraram redução estatisticamente significativa de células viáveis, 
quando comparados ao controle (células não tratadas) e ao DMSO 
(controle do solvente). Desses, o composto 15 (1-fenil-1H-pirrol-2,5-
diona) foi o mais citotóxico (15,97 ±1,02 %de células vivas), por esse 
motivo, foi selecionado para dar continuidade dos estudos. 
Como já mencionado anteriormente, estudos relatam que o 
efeito citotóxico de imidas cíclicas está relacionado com o tamanho e as 
características dos grupos substituintes do anel imídico, que podem 
modificar as suas propriedades eletrônicas e estéricas, alterando assim, a 
sua atividade potencial (CECHINELFILHO et al., 1994). Nesse sentido, 
na busca por compostos que fossem bioativos em concentrações mais 
baixas (menor CI50) modificações estruturais foram realizadas no 
composto mais ativo (composto 15) com a inserção de diferentes 
substituintes no anel aromático, o que originou cinco novos compostos: 
composto 16 - (4-metilfenil)-1H-pirrol-2 ,5-diona; composto 17 (1 - (3,4 
diclorofenil)-1H-pirrol-2 ,5-diona); composto 18 (1 - (4 -nitrofenil)-1H-
pirrol-2 ,5-diona ); composto 19 (1 - (4-metoxifenil-1H-pirrol-2 ,5-
diona) e composto 20 (1 - (4-hidroxifenil)-1H-pirrol-2,5-diona).  
Um nova triagem para avaliar a citotoxidade desses novos 
compostos foi realizada utilizando-se as células K562 e Jurkat, nas 
mesmas condições citadas anteriormente. Como pode ser observado na 
Figura 7 houve uma redução significativa da viabilidade celular para 
ambas as células tratadas com todos os compostos, quando comparado 
ao grupo controle (células não tratadas) e ao DMSO (controle de 
solvente). A partir desses resultados, foi investigado o efeito citotóxico 
dos compostos em diferentes concentrações e tempos emambas às 




Figura 7: Efeitos citotóxico dos compostos derivados de imidas cíclicas 15, 16, 
17, 18, 19 e 20 sobre células de leucemia mieloide aguda (K562) e leucemia 
linfoide aguda (Jurkat). 
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Os compostos 15, 16, 17, 18, 19 e 20 (100 µM) foram incubados com as células 
K562, (Painel A) e Jurkat (Painel B), por 24 horas. A viabilidade foi avaliada 
pelo ensaio de MTT. A densidade óptica do grupo controle (célula sem 
tratamento) corresponde a 100% da viabilidade celular. Cada ponto representa a 
média ± EPM de três experimentos independentes. Diferença estatisticamente 
significante em relação ao grupo controle, ***p< 0,001, utilizando ANOVA one 
way e post teste t de Bonferroni. 
 
 
Como pode ser observado na Figura 8 os derivados de imidas 
cíclicas (compostos 15, 16, 17, 18, 19 e 20) em diferentes concentrações 
(0,1-100 uM), e em tempos diferentes (24, 48 e 72 horas), causaram 
morte das células K562 de maneira concentração e tempo-dependente, 
quando comparado ao controle (células não tratadas).  
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Figura 8: Efeito citotóxico dos compostos derivados de imidas cíclicas 15, 16, 
17, 18, 19 e 20 sobre células de leucemia mieloide aguda (K562). 






























































































































































































































Compostos R CI50 (µM) de        
24 horas 
CI50 (µM) de           
48 horas 
CI50 (µM) de           
72 horas 
15 4-H 29,88 ± 0,82 10,63 ± 1,12 8,68 ± 0,52 
16 4-Me 24,99 ± 1,39 6,61 ± 1,38 12,10 ± 0,66 
17 3,4-Cl2 29,81 ± 1,43 6,88 ± 0,59 7,38 ± 0,73 
18 4-NO2 26,29 ± 1,28 16,71 ± 1,94 5,32 ± 0,56 
19 4-OMe 30,42 ± 1,46 3,70 ± 0,93 4,13 ± 0,48 
20 4-OH 30,62 ± 1,46 4,00 ± 0,91 4,28 ± 0,50 
Taxol - 9,06 ± 1,17 1,67 ± 0,28 1,46 ± 1,01 
Os compostos 15, 16, 17, 18, 19 e 20, nas concentrações de 0,1 a 100 µM foram 
incubadas com as células K562 por 24, 48 e 72 horas (Painéis A, B, C, D, E e F, 
respectivamente), para o calculo das CI50 (Painel G). A viabilidade foi avaliada 
pelo ensaio de MTT. A densidade óptica do grupo controle (célula sem 
tratamento) corresponde a 100% da viabilidade celular. Cada ponto representa a 
média ± EPM de três experimentos independentes. Diferença estatisticamente 
significante em relação ao grupo controle, **p<0,01 e ***p<0,001, utilizando 
ANOVA one way e post teste t de Bonferroni. 
 
 
As CI50 foram calculadas para os diferentes tempos (Figura 8, 
Painel G). Os valores de CI50 variaram entre 24,99 (±1,39) e 30,62 
(±1,46) para 24 horas; entre 6,61 (±1,38) e 16,71 (±1,94) para 48 horas e 
entre 4,13 (±0,48) e 12,10 (±0,60) para 72 horas. Os compostos 19 e 20 
foram os que demonstraram maior efeito citotóxico (menor CI50). 
Quando esses valores foram comparados ao controle positivo, Taxol, 
quimioterápico utilizado na clínica para o tratamento diversos tipos de 
câncer, observou-se que as CI50 de alguns compostos como o 19 e 20 
foram semelhantes ao Taxol (Painel G), o que sugere um bom potencial 
citotóxico para esses compostos. 
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As células Jurkat também foram incubadas com os diferentes 
derivados de imidas cíclicas (compostos 15, 16, 17, 18, 19 e 20), em 
diferentes concentrações (0,1-100 µM) e diferentes tempos (24, 48 e 72 
horas). Como pode ser observado na Figura 9, todos os compostos 
reduziram a viabilidade celular de maneira concentração e tempo-
dependente, quando comparados ao controle (células não tratados). As 
CI50 foram calculadas (Painel G) e os valores encontrados variaram 
entre 18,41 (±0,43) e 27,16 (±1,35) para 24 horas, entre 3,54 (±0,09) e 
17,74 (±0,09) para 48 horas e entre 2,40 (±0,64) e 6,85 (±0,61) para 72 
horas. Quando esses valores foram comparados ao controle positivo 
(Taxol), observou-se que a CI50 do composto 19 para 48 e 72 h, foi 
semelhante ao Taxol, o que sugere um bom potencial citotóxico para 
esse composto. 
Observando as estruturas analisadas pode-se sugerir que as 
diferentes substituições eletrônicas no composto 15, não provocaram 
alterações na resposta biológica, como pode ser observado nas Figuras 8 
e 9, sugerindo que o anel imídico seja de fundamental importância para 
a resposta biológica. Resultados semelhantes foram observados em um 
trabalho realizado por Yunes e colaboradores (2008), no qual 
correlacionam a atividade citotóxica de uma série de imidas cíclicas com 
a presença do anel imidico diretamente ligado a um anel aromático. 
Entretanto, para explicar melhor os resultados aqui apresentados seria 
necessário um estudo sobre a estabilidade dos compostos (15, 16, 17, 
18, 19 e 20), pois segundo Sortino e colaboradores (2008) o anel 
imidico das maleimidas em meio aquoso pode sofrer hidrólise a ácido 
maleânico. Esse fator deve ser considerado, pois o meio de cultura 
(RPMI) utilizado nos experimentos é uma solução aquosa. 
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Figura 9: Efeito citotóxico dos compostos derivados de imidas cíclicas 15, 16, 


























































































































































































































Compostos R CI50 (µM) 
de 24 horas 
CI50 (µM) 
de 48 horas 
CI50 (µM) 
de 72 horas 
15 4-H 18,41 ± 0,43 9,69 ± 0,07 6,85  ± 0,61 
16 4-Me 27,16 ± 1,35 15,51 ± 0,07 3,94  ± 0,48 
17 3,4-Cl2 19,96 ± 1,69 12,41 ± 0,08 4,18  ± 0,52 
18 4-NO2 24,81 ± 1,85 7,15 ± 0,05 4,05  ± 0,54 
19 4-OMe 22,06 ± 1,10 3,54 ± 0,09 2,40  ± 0,64 
20 4-OH 25,35 ± 1,78 17,74 ± 0,09 4,96  ± 0,97 
Taxol - 8,23 ± 1,12 2,59 ± 0,35 0,17 ± 0,04 
Os compostos 15, 16, 17, 18, 19 e 20, na concentração de (0,1 - 100 µM), foram 
incubadas com as células Jurkat por 24, 48 e 72 horas, (Painéis A, B, C, D, E e 
F, respectivamente), para o calculo das CI50 (Painel G). A viabilidade foi 
avaliada pelo ensaio de MTT. A densidade óptica do grupo controle (célula sem 
tratamento) corresponde a 100% da viabilidade celular. Cada ponto representa a 
média ± EPM de três experimentos independentes. *Diferença estatisticamente 
significante em relação ao grupo controle, *p<0,5, **p<0,01 e ***p<0,001, 
utilizando ANOVA one way e post teste t de Bonferroni. 
  
 
Quando comparados os valores das CI50 dos derivados de 
imidas cíclicas, obtidas com as duas linhagens celulares (K562 e Jurkat), 
observa-se que apesar dos compostos terem demonstrado bons 
resultados para ambas as linhagens, de maneira geral, as células Jurkat 
foram mais sensíveis aos efeitos citotóxicos das imidas cíclicas testadas 
do que as células K562 (Figuras 8 e 9, Painéis G). Acredita-se que essa 
diferença encontrada, entre os valores de CI50, possa ser atribuída às 
diferenças entre as linhagens celulares e as particularidades de cada 
subtipo de leucemia aguda. A linhagem K562 é uma linhagem de LMA 
secundária a uma leucemia mieloide crônica, que na experiência clínica 
esse tipo de leucemia tende a ser mais agressivo e menos responsivo ao 
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tratamento do que os demais subtipos de leucemias agudas (LAs), assim 
como o da linhagem Jurkat, que é uma LLA de células T (LARSON, 
2007; SEKERES et al., 2009). 
Esses resultados corroboram com alguns trabalhos, que 
demonstram o efeito citotóxico de alguns derivados de imidas cíclicas e 
seu potencial uso na terapia antitumoral, como por exemplo, os 
compostos mitonafida e amonafida que apresentaram atividade 
citotóxica pela intercalação no DNA (QUAQUEBEKE et al., 2007; 
ANTONINI et al., 2008; OTTO et al., 2008; OTTO et al., 2009; WU et 
al., 2009; CHEN et al., 2010; MUKHERJEE et al., 2010; LI et al., 2011; 
OTTO et al., 2011), essa atividade citotóxica pode ser observada em 
células de linhagem de câncer de pulmão (QUAQUEBEKE et al., 2007; 
WU et al., 2009; LI et al., 2011), de adenocarcinoma de próstata 
(QUAQUEBEKE et al., 2007; WU et al., 2009) e de diferentes tipos de 
leucemia (QUAQUEBEKE et al., 2007; WU et al., 2009; MUKHERJEE 
et al., 2010), no entanto, esses compostos ainda se encontram em 
estudos na fase clínica.  
 
5.2 EFEITO CITOTÓXICO DOS COMPOSTOS 15, 16, 17, 18, 19 e 20 
SOBRE CÉLULAS MONONUCLEARES DE INDIVÍDUOS 
SAUDÁVEIS 
O efeito citotóxico dos compostos derivados de imidas cíclicas 
(15, 16, 17, 18, 19 e 20) e do controle positivo (Taxol) também foram 
avaliados em mononucleares humanos, e apesar de todos os compostos 
apresentarem uma redução significativa na viabilidade celular, quando 
comparados ao controle (células não tratadas), observa-se que os 
compostos 15, 16, 17, 18, 19 e 20, demonstraram citotoxicidade 
significativamente menor quando comparados com o controle positivo 
(Taxol) (Figura 10). Esses resultados foram considerados promissores, 
pois sugerem uma possível seletividade dos compostos (15, 16, 17, 18, 
19 e 20) para células tumorais, a qual seria importante na diminuição 
dos efeitos adversos, causados pela citotoxicidade inespecífica dos 
quimioterápicos em uso no mercado, visto que a maioria dos 
quimioterápicos disponíveis atualmente, ao destruírem células tumorais, 
também causam lesões às células saudáveis vizinhas. Esse mecanismo é 
responsável pela maioria dos processos inflamatórios e autoimunes 
envolvidos nos tratamentos antileucêmicos, como, por exemplo, 
supressão da medula óssea, toxicidades gastrointestinais e perda de 
cabelo. Assim, uma maior seletividade do composto implica diretamente 
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na diminuição da morbidade e mortalidade sofrida pelos pacientes 
portadores de LAs (MILLIGAN et al., 2005). 
 
Figura 10: Efeito citotóxico dos compostos derivados imidas cíclicas 15, 16, 












































Os compostos 15, 16, 17, 18, 19 e 20 foram adicionadas às células 
mononucleares de indivíduos saudáveis e incubadas por 24 horas. A viabilidade 
foi avaliada pelo ensaio de MTT. A densidade óptica do grupo controle (célula 
sem tratamento) corresponde a 100% da viabilidade celular. Cada ponto 
representa a média ± EPM de três experimentos independentes. ***Diferença 
estatisticamente significante em relação ao grupo controle, p< 0,001, ANOVA 
seguida de teste t de Bonferroni.  
#
Diferença estatisticamente significante em 




Embora diversos estudos utilizem esta metodologia para 
analisar a especificidade dos compostos estudados em células tumorais, 
e dessa forma, prever possíveis efeitos adversos, como citado acima, 
acreditamos que estudos in vivo devam ser realizados para que se possa 
concluir algo a respeito da especificidade de ação das imidas sobre as 
células tumorais, pois as condições in vitro são diferentes daquelas 
observadas in vivo. 
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5.3 EFEITO DOS COMPOSTOS 15, 16, 17, 18, 19 e 20 SOBRE AS 
FASES DO CICLO CELULAR NAS CÉLULAS DE LEUCEMIA 
MIELOIDE AGUDA K562 E EM CÉLULASDE LEUCEMIA 
LINFOIDE AGUDA JURKAT 
As respostas celulares para os danos ao DNA, aos quais as 
células estão constantemente sujeitas, envolvem diferentes mecanismos 
de reparo relacionados à interrupção da progressão do ciclo celular ou à 
indução da morte celular programada (RING et al., 2012). Apesar de 
não estar claro na literatura como o bloqueio do ciclo celular ou a 
indução à apoptose se relacionam ao processo de reparo ao DNA, estes 
dois fatores são altamente desejados na investigação de novos 
compostos (KASTAN e BARTEK, 2004; ABBAS, DUTTA, 2009). 
Considerando que estudos demonstram que diversos compostos 
derivados de imidas, como o mitonafida e amonafida, apresentam 
atividade citotóxica pela intercalação no DNA (QUAQUEBEKE et al., 
2007; ANTONINI et al., 2008; OTTO et al., 2008; OTTO et al., 2009; 
WU et al., 2009; CHEN et al., 2010; MUKHERJEE et al., 2010; LI et 
al., 2011; OTTO et al., 2011), e para compreender melhor os 
mecanismos de citotoxicidade dos compostos derivados de imidas 
cíclicas 15, 16, 17, 18, 19 e 20, analisou-se o efeito dos mesmos sobre a 
progressão do ciclo celular e apoptose.  
Como pode ser observado na Figura 11, após 24 horas de 
incubação das células K562 com os compostos (15, 16, 17, 18, 19 e 20) 
não ocorreu bloqueio em nenhuma fase específica do ciclo, apenas um 
aumento estatisticamentesignificativo na proporção de células na fase 
Sub-G0/G1, o que sugere morte celular por apoptose. 
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Figura 11: Efeitos dos compostos derivados de imidas cíclicas 15, 16, 17, 18, 
19 e 20 sobre o ciclo celular das células de leucemia mieloide aguda (K562). 
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As células K562 foram incubadas por 24 horas na ausência, grupo controle (C), 
e na presença dos compostos 15, 16, 17, 18, 19 e 20, nas suas respectivas CI50 
de 24 horas. Painel A: As fases G0/G1, S, G2/M e Sub G0/G1 foram determinadas 
pela análise do conteúdo de DNA por citometria de fluxo e avaliadas pelo 
software WinMID versão 2.8 e Infinicyt versão 1.7. Painel B: Cada ponto 
representa a média ± EPM de três experimentos independentes. Diferença 
estatisticamente significante em relação ao grupo controle, **p<0,01, utilizando 
ANOVA one way e post teste t de Bonferroni.  
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Diferente do que foi observado com as células K562, nas 
células Jurkat os compostos (15, 16, 17, 18, 19 e 20) bloquearam 
significativamente o ciclo celular na fase S (Figura 12), o que sugere 
que os compostos causam morte nas células K562 e Jurkat por 
mecanismos diferentes. Além disso, os compostos (15, 16, 17, 18, 19 e 
20) também causaram um aumento estatisticamentesignificativo na 
proporção de células na fase Sub-G0/G1, o que sugere morte celular por 
apoptose (Figura 12). Outros trabalhos também demonstram que 
compostos imidicos alteram o ciclo celular, como o estudo realizado por 
Mukherjee e colaboradores (2010), que ao avaliarem uma série de 
imidas em células Molt-4, observaram um bloqueio no ciclo celular nas 
fases S e G2/M. Além deste, diferentes estudos demonstram que 
diversos derivados de imidas bloqueiam o ciclo celular apenas na fase 
G2/M, em células HL-60 (ZHU et al., 2007; WU et al., 2009; WU et al., 






Figura 12: Efeitos dos compostos derivados de imidas cíclicas 15, 16, 17, 18, 
19 e 20 no ciclo celular das células de leucemia linfoide aguda (Jurkat). 
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As células Jurkat foram incubadas por 24 horas na ausência, grupo controle (C), 
e na presença dos compostos 15, 16, 17, 18, 19 e 20, nas suas respectivas CI50 
de 24 horas. Painel A: As fases G0/G1, S, G2/M e Sub G0/G1 foram determinadas 
pela análise do conteúdo de DNA no citômetro de fluxo BD  FACSCanto
TM 
(Becton Dickinson Immunocytometry Systems) e avaliadas pelo software 
WinMID versão 2.8 e Infinicyt versão 1.7. Painel B: Cada ponto representa a 
média ± EPM de três experimentos independentes. Cada ponto representa a 
média ± EPM de três experimentos independentes. Diferença estatisticamente 
significante em relação ao grupo controle, *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001, 
utilizando ANOVA one way e post teste t de Bonferroni.  
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Estes resultados sugerem que os compostos 15, 16, 17, 18, 19 e 
20 causam morte celular em células Jurkat, provavelmente por afetar o 
processo de duplicação do DNA das células tumorais, antes que a 
mitose ocorra, entretanto, existem vários mecanismos reguladores 
envolvidos nesta replicação, e o mecanismo pelo qual as imidas cíclicas 
(15, 16, 17, 18, 19 e 20) causam o bloqueio da fase S do ciclo celular 
ainda precisa ser esclarecido. 
 
 
5.4 EFEITO DOS COMPOSTOS 15, 16, 17, 18, 19 e 20 NA 
INDUÇÃO DA APOPTOSE NAS CÉLULAS DE LEUCEMIA 
MIELOIDE AGUDA K562 E EM CÉLULAS DE LEUCEMIA 
LINFOIDE AGUDA JURKAT 
Como já visto anteriormente, o bloqueio do ciclo celular tem a 
finalidade de reparar o DNA frente a situações de estresse, impedindo a 
progressão de mutações que possam gerar um processo neoplásico. Se o 
reparo não ocorrer de forma apropriada, diversas proteínas induzem a 
célula à morte programada, principalmente a apoptose (RING et al., 
2012). 
A apoptose é um mecanismo de morte comum para vários 
agentes antitumorais (HICKMAN, 1992), é considerado um processo 
sincronizado com mecanismos bioquímicos dependentes de energia, 
causado por uma série de estímulos endógenos e exógenos, (ELMORE, 
2007; RASTOGI; SINHA, 2009), que levam a modificações na 
morfologia celular, essas modificações ocorrem de maneira 
temporalmente coordenada no núcleo, no citoplasma e na membrana 
citoplasmática, como já descrito anteriormente (RENVOIZÉ et al., 
1998; FERREIRA; ROCHA, 2004).  
Considerando os resultados anteriores que demonstram que os 
compostos 15, 16, 17, 18, 19 e 20, causam morte celular, assim, a fim de 
verificar os mecanismos envolvidos na morte celular foram selecionadas 
três diferentes metodologias para avaliar esse efeito: brometo de etídio e 
laranja de acridina, fragmentação de DNA e anexina V-FITC. 
Inicialmente a apoptose foi avaliada pela análise da morfologia 
celular, utilizando-se o ensaio de brometo de etídio e laranja de acridina. 
Como pode ser observado na Figura 13, o tratamento das células K562 e 
Jurkat com os diferentes compostos (15, 16, 17, 18, 19 e 20), nas suas 
CI50  por  24 horas, causou um aumento significativamente estatístico do 
número de células apoptóticas, quando comparado com o controle 
(células não tratadas).  
106 
Figura 13: Análise da apoptose induzida pelos compostos derivados de imidas 
cíclicas 15, 16, 17, 18, 19 e 20 em células de leucemia mieloide aguda (K562) e 
leucemia linfoide aguda (Jurkat), através do ensaio de brometo de etidio e 
laranja de acridina. 
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Painéis A: Células não tratadas (grupo controle); Painéis B: composto 15; 
Painéis C: composto 16; Painéis D composto 17; Painéis E: composto 18; 
Painéis F: composto 19; Painéis G: composto 20; Painel H: Os resultados 
representam a média + SEM de três experimentos independente. As células 
K562 e Jurkat foram incubadas com os derivados de imidas cíclicas 15, 16, 17, 
18, 19 e 20, nas suas CI50 por 24 horas. A apoptose foi determinada pelo ensaio 
de brometo de etídio e laranja de acridina em microscópio de fluorescência. A 
analise foi realizada através software ImageJ, diferença estatisticamente 
significante em relação ao grupo controle, ***p<0,001,utilizando ANOVA one 
way e post teste t de Bonferroni. A barra representa 20 µm e o aumento 
utilizado foi de 400X. A figura é representativa de 3 experimentos 
independentes. 
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Este aumento pode ser evidenciado ao compararmos o grupo 
controle (Painel A), onde observa-se um predomínio de células 
uniformes, com o núcleo íntegro, coradas de verde pela ação do corante 
laranja de acridina, que é capaz de penetrar nas membranas celulares, 
com o grupo das células tratadas com os compostos 15, 16, 17, 18, 19 e 
20 (Painel B, C, D, E, F e G), onde observa-se um aumento significativo 
de células nas fases iniciais de apoptose, as quais ainda possuem 
membrana intacta, núcleo corado em verde, porém a cromatina não está 
uniforme; e também por células nas fases tardia de apoptose, que 
apresentam cromatina condensada e áreas alaranjadas no núcleo, devido 
a intercalação no DNA pelo brometo de etídio. Este aumento, 
significativamente estatístico do número de células apoptóticas, também 
pode ser observado no Painel H (Figura 13) que apresenta a análise 
dessas imagens. 
Posteriormente o processo apoptótico foi avaliado pela da 
análise do DNA, que se baseia no processo de degradação interssomal 
do DNA observado durante o processo apoptótico, o qual pode ser 
observado após eletroforese do DNA em gel, onde verifica-se um 
padrão característico “em escada” opondo-se ao arrastado visto na 
necrose. Isso se deve ao fato de que na apoptose as quebras no DNA 
ocorrem entre os nucleossomas, formando fragmentos múltiplos de 200 
pares de bases, e que a membrana plasmática não se rompe prevenindo a 
liberação de componentes celulares para o meio extracelular (KERR et 
al., 1995). 
Como demonstrado na Figura 14, após incubação das células 
K562 e Jurkat com os compostos 15, 16, 17, 18, 19 e 20, nas suas CI50 
por 24h, observa-se que esses compostos causam fragmentação de DNA 
para células K562 e Jurkat, semelhante ao observado no controle 
positivo (Taxol), o que confirma os resultados da análise do brometo de 
etídio e laranja de acridina e do ciclo celular (aumento de células na fase 




Figura 14: Análise da apoptose induzida pelos compostos derivados imidas 
cíclicas 15, 16, 17, 18, 19 e 20 sobre células de leucemia mieloide aguda (K562) 
e células de leucemia linfoide aguda (Jurkat), através do ensaio de fragmentação 
e DNA. 
 A                                                       B 
 
A: Células não tratadas (grupo controle); B: Taxol (controle positivo); C: 
composto 15; D: composto 16; E: composto 17; F: composto 18; G: composto 
19; H: composto 20. As células K562 (Painel A) e Jurkat (Painel B) foram 
incubadas com as imidas cíclicas 15, 16, 17, 18, 19 e 20, nas suas CI50 por 24 
horas. A apoptose foi determinada pelo ensaio de fragmentação de DNA. A 
figura é representativa de 3 experimentos independentes. 
 
 
Por último, a apoptose também foi avaliada pela anexina-V 
ligada ao FITC, como descrito anteriormente. Como pode ser observado 
na Figura 15, os compostos (15, 16, 17, 19 e 20), nas suas CI50, após 
incubação de 16 horas com as células K562 causam aumento 
significativo da percentagem de células anexina-V positivos, quando 
comparado com o controle. Os compostos 15, 17 e 19 foram os que 
causaram maior efeito apoptótico, com uma percentagem de anexina 
positiva de 34,28 (±5,1), 54,60 (±0,6) e 46,96 (±4,9) respectivamente 




Figura 15: Efeito dos derivados de imidas cíclicas 15, 16, 17, 18, 19 e 
20 sobre a exposição dos resíduos de fosfatidilserina em células de 
leucemia mieloide aguda (K562). 
 






Compostos R Células Anexina Positiva(%) 
Controle -   8,08 ± 1,3 
15 4-H      34,28 ± 5,1 ** 
16 4-Me 21,42 ± 0,4 
17 3,4-Cl2        54,60 ± 0,6 *** 
18 4-NO2                         9,66 ± 1,2 
19 4-OMe        46,96 ± 4,9 *** 
20 4-OH 20,83 ± 1,9 
 
A apoptose foi determinada pela análise da marcação com anexina V-FITC nas 
células K562 incubadas por 16 horas com o composto 15 (Painel A); o 
composto 16 (Painel B); o composto 17 (Painel C); o composto 18 (Painel D); o 
composto 19 (Painel E); e o composto 20 (Painel F), nas suas respectivas CI50 
de 24 horas. Os resultados representam a média ± EPM de três experimentos 
independentes (Painel G). O controle está representado em cinza e as imidas 
cíclicas em branco. Os histogramas representam os resultados de um, dentre os 
três experimentos independentes realizados. As análises foram realizadas no 
citômetro de fluxo BD FACSCanto
TM
 (Becton Dickinson Immunocytometry 
Systems) e avaliadas pelos softwares WinMID versão 2.8 e Infinicyt versão 1.7. 
Diferença estatisticamente significante em relação ao grupo controle, **p<0,01 
e ***p<0,001, utilizando ANOVA one way e post teste t de Bonferroni. 
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Figura 16: Efeito dos derivados de imidas cíclicas 15, 16, 17, 18, 19 e 20 sobre 









Compostos R Porcentage (%) Anexina Positiva 
Controle -   7,09 ± 0,4 
15 4-H 19,75 ± 5,8 
16 4-Me        71,58 ± 0,1 *** 
17 3,4-Cl2        84,82 ± 3,5 *** 
18 4-NO2                        16,19 ± 4,9 
19 4-OMe       59,02 ± 8,3 ** 
20 4-OH                        18,16 ± 1,9 
 
A apoptose foi determinada pela análise da marcação com anexina V-FITC nas 
células Jurkat incubadas por 16 horas com o composto 15 (Painel A); o 
composto 16 (Painel B); o composto 17 (Painel C); o composto 18 (Painel D); o 
composto 19 (Painel E); o composto 20 (Painel F), nas suas respectivas CI50 de 
24 horas. Os resultados representam a média ± EPM de três experimentos 
independentes (Painel G). O controle está representado em cinza e as imidas 
cíclicas em branco. Os histogramas representam os resultados de um, dentre os 
três experimentos independentes realizados. As análises foram realizadas no 
citômetro de fluxo BD FACSCanto
TM
 (Becton Dickinson Immunocytometry 
Systems) e avaliadas pelos softwares WinMID versão 2.8 e Infinicyt versão 1.7. 
Diferença estatisticamente significante em relação ao grupo controle, **p<0,01 
e ***p<0,001, utilizando ANOVA one way e post teste t de Bonferroni. 
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Na Figura 16 pode-se observar que todos os compostos 
demonstraram um aumento de células Jurkat anexina-V positivas, 
especialmente os compostos 16, 17 e 19que exibiram um maior 
percentual de células anexina-V positivas, com valores de 71,58 (±0,1); 
84,82 (±3,5) e 59,02 (±8,3), respectivamente. 
Esses resultados são compatíveis com aqueles observados no 
ensaio do brometo de etídio e laranja de acridina (Figuras 13) e no 
ensaio de fragmentação de DNA (Figura 14), além disso, também 
sugerem que as células encontradas na fração sub-G0G1 do ciclo celular 
(Figuras 11 e 12), são apoptóticas. Diversos estudos demonstram que 
diversos compostos derivados de imidas, como, por exemplo, a 
Azonafida e Amonafida e seus análogos, possuem a capacidade de 
induzir a apoptose, em diferentes linhagens celulares, principalmente 
por intercalação do DNA (ZHU, et al.; 2007;  INGRASSIA et al., 2009; 
LV e XU, 2009; VINCENZO et al.; 2009; WU et al.; 2009; XIE  et al.; 
2011a; Wu et al.; 2011). 
Os resultados encontrados no presente estudo são 
particularmente interessantes, visto que a apoptose é um mecanismo 
comum a vários agentes antitumorais, e o foco deste trabalho é 
investigar novos compostos que possam ser usados para o 
desenvolvimento de fármacos quimioterápicos. No entanto, os 
mecanismos de apoptose dos derivados de imidas cíclicas ainda 
requerem investigação mais detalhada. Para isso, os compostos 15, 17 e 
19, foram selecionados e seus efeitos avaliados sobre o potencial 
mitocondrial e sobre as proteínas AIF, Bcl-2, Bax, caspase, survivina, 
p53 e Ki67, e do receptor Fas, em células de LMA (K562) e LLA 
(Jurkat). 
 
5.5 EFEITO DOS COMPOSTOS 15, 17 e 19 SOBRE O POTENCIAL 
MITOCONDRIAL DAS CÉLULAS DE LEUCEMIA MIELOIDE 
AGUDA K562 E DAS CÉLULAS DE LEUCEMIA LINFOIDE 
AGUDA JURKAT. 
 Como já descrito anteriormente, a ativação da via intrínseca da 
apoptose inicia-se na mitocôndria, e diversos estímulos podem levar a 
ativação dessa via, (MITA; MITA; TOLCHER, 2006; ELMORE 2007; 
MELLET et al., 2008, FRENZEL et al., 2009). Todos esses estímulos 
causam alterações na permeabilidade da membrana mitocondrial, 
através da formação de poros, isso leva a perda do potencial 
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transmembrânico mitocondrial, e, como consequência, a liberação de 
proteínas pró-apoptóticas da mitocôndria para o citoplasma (ELMORE, 
2007). No câncer alterações na permeabilidade da membrana 
mitocondrial podem levar a célula à apoptose, constituindo, dessa 
forma, um dos objetivos do tratamento quimioterápico (KROEMER; 
GALLUZZI; BRENNER, 2007) e também dessa investigação. 
Para verificar se a apoptose causada pelos compostos (15, 17 e 
19) envolvem danos ao potencial mitocondrial, as células K562 e Jurkat 
foram incubadas com os compostos nas suas respectivas CI50 de 24 
horas, por 12 horas, e o potencial mitocondrial foi avaliado pelo índice 




Figura 17: Efeito dos derivados de imidas cíclicas 15, 17 e 19 sobre o potencial 
mitocondrial das células de leucemia mieloide aguda (K562). 
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O potencial mitocondrial foi determinado nas células K562 incubadas por 12 
horas na ausência, grupo controle (C), e na presença do composto 15 (Painel 
A), composto 17 (Painel B) e composto 19 (Painel C), nas suas respectivas 
CI50 de 24 horas. Os resultados representam a média ± EPM de três 
experimentos independentes (Painel D). O controle está representado em cinza 
e os compostos em branco. Os histogramas representam os resultados de um, 
dentre os três experimentos independentes realizados. A determinação do 
índice de fluorescência média (IFM) para avaliação do potencial mitocondrial 
foi realizada por citometria de fluxo. As análises foram realizadas no 
citômetro de fluxo BD FACSCanto
TM
 (Becton Dickinson Immunocytometry 
Systems) e avaliadas com o software Infinicyt versão 1.7. Diferença 
estatisticamente significante em relação ao grupo controle, *p<0,05, utilizando 




Figura 18: Efeito dos compostos derivados de imidas cíclicas 15, 17 e 19 sobre 
o potencial mitocondrial das células de leucemia linfoide aguda (Jurkat). 
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O potencial mitocondrial foi determinado nas células Jurkat incubadas por 12 
horas na ausência, grupo controle (C), e na presença do composto 15 (Painel A), 
composto 17 (Painel B) e composto 19 (Painel C), nas suas respectivas CI50 de 
24 horas. Os resultados representam a média ± EPM de três experimentos 
independentes (Painel D). O controle está representado em cinza e as imidas 
cíclicas em branco. Os histogramas representam os resultados de um, dentre os 
três experimentos independentes realizados. A determinação do índice de 
fluorescência média (IFM) para avaliação do potencial mitocondrial foi 
realizada por citometria de fluxo. As análises foram realizadas no citômetro de 
fluxo BD FACSCanto
TM
 (Becton Dickinson Immunocytometry Systems) e 
avaliadas com o software Infinicyt versão 1.7. Diferença estatisticamente 
significante em relação ao grupo controle, ***p<0,001, utilizando ANOVA one 





Como pode ser observado nas Figuras 17 e 18, os compostos 
(15, 17 e 19) causaram redução estatisticamente significativa do 
potencial mitocondrial nas células K562 e Jurkat. Pode-se observar 
ainda, que o dano no potencial mitocondrial causado pelos compostos 
foi significativamente maior nas células Jurkat (Figura 18), quando 
comparado com os resultados encontrados para as células K562 (Figura 
17). Esses resultados sugerem o envolvimento da via intrínseca da 
apoptose, na morte causada pelos compostos 15, 17 e 19 nessas células, 
e corroboram com estudo realizado por Liang e colaboradores (2010), 
que demonstram em seu trabalho que compostos imídicos alteraram o 
potencial mitocondrial, em células leucêmicas, além desse, Zhu e 
colaboradores (2007), apesar de não avaliarem diretamente o potencial 
mitocondrial, demonstraram em seu estudo o envolvimento da via 
intrínseca na indução da apoptose ocasionada por imidas. 
 
5.6 EFEITO DOS COMPOSTOS 15, 17 e 19 SOBRE A EXPRESSÃO 
DA PROTEÍNA AIF NAS CÉLULAS DE LEUCEMIA MIELOIDE 
AGUDA K562 E NAS CÉLULAS DE LEUCEMIA LINFOIDE 
AGUDA JURKAT 
 Com visto anteriormente, com a perda do potencial 
mitocondrial ocorre o extravasamento de proteínas apoptóticas como o 
AIF, entre outras (KROEMER; GALLUZZI; BRENNER, 2007; TAIT; 
GREEN, 2010). Como os compostos 15, 17 e 19 causaram alteração no 
potencial mitocondrial (Figura 17 e 18), na sequência das investigações 
foi avaliado a expressão do fator indutor de apoptose (AIF) após 3, 6, 9 
e 12 horas de incubação das células K562 e Jurkat com os compostos 
15, 17 e 19 (em suas respectivas CI50 de 24 horas).  
Na Figura 19 (Painel A) pode-se observar que os compostos 
(15, 17 e 19) causaram aumento estatisticamente significativo da 
expressão da proteína AIF nas células K562 nos quatro tempos 
avaliados (3, 6, 9 e 12 horas). Já paras as células Jurkat, os compostos 
15 e 17 causaram aumento da expressão da proteína AIF apenas após 12 
horas de incubação. No entanto, o composto 19 causou aumento da 




Figura 19: Efeito dos compostos derivados de imidas cíclicas 15, 17 e 19 sobre 
a expressão da proteína AIF nas células de leucemia mieloide aguda (K562) e 
de leucemia linfoide aguda (Jurkat). 
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As células K562 (Painel A) e Jurkat (Painel B) foram incubadas na ausência, 
grupo controle (C), e na presença dos compostos 15, 17 e 19, em suas 
respectivas CI50 de 24 horas, por 3, 6, 9 e 12 horas. A determinação do índice de 
fluorescência média (IFM) para avaliação da expressão da proteína AIF, em 
cada um dos tempos de incubação, foi realizada por citometria de fluxo. Cada 
ponto representa a média ± EPM de três experimentos independentes. As 
análises foram realizadas no citômetro de fluxo BD FACSCanto
TM
 (Becton 
Dickinson Immunocytometry Systems) e avaliadas pelo software Infinicyt 
versão 1.7. *Diferença estatisticamente significante em relação ao grupo 
controle, *p< 0,05, **p< 0,01, ***p< 0,001, utilizando ANOVA one way e post 
teste t de Bonferroni. 
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Uma vez liberado no citoplasma, o AIF transloca-se para o 
núcleo, causando a fragmentação do DNA e a condensação da 
cromatina. Além desse efeito nuclear, o AIF também pode induzir a 
permeabilização mitocondrial, ocasionando o extravasamento do 
citocromo-c, e iniciando, consequentemente, o processo de apoptose 
(MODJTAHEDI et al., 2006; ELMORE, 2007; SEVRIOUKOVA, 
2011).  
O aumento da expressão de AIF causada pelos compostos 
demonstra que o mesmo está envolvido no processo de apoptose 
causado pelos compostos (15, 17 e 19), e corroboram com os resultados 
encontrados por Zhu e colaboradores (2007), que demonstraram que a 
apoptose causada pelo composto R16 (2-(2-dimethylamino)-6-thia-2-
aza-benzo-[def]-chrysene-1,3-diones), uma naftalimida análoga do 
amonafida, envolve o aumento na expressão de AIF, associado a um 
aumento da liberação do citocromo-c. Esses resultados sugerem 
novamente o envolvimento da via intrínseca da apoptose no processo de 
morte celular causada por esses compostos. 
 
 
5.7 EFEITO DOS COMPOSTOS 15, 17 e 19 SOBRE A EXPRESSÃO 
DA PROTEÍNA ANTIAPOPTÓTICA BCL-2 E PRÓ-APOPTÓTICA 
BAX NAS CÉLULAS DE LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA K562 E 
NAS CÉLULAS DE LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA JURKAT 
A permeabilidade de membrana mitocondrial alterada, a perda 
do potencial mitocondrial e a liberação de proteínas, como o AIF, da 
mitocôndria constituem o evento central da via intrínseca da apoptose,  e 
como visto nos resultados acima descritos, a apoptose causada pelos 
compostos (15, 17 e 19) envolve o dano ao potencial mitocondrial 
(Figura 17 e 18) e a liberação da proteína AIF (Figura 19). Entretanto, 
como já descrito anteriormente, esses mecanismos sofrem regulação de 
algumas proteínas, entre elas podemos destacar as proteínas da família 
Bcl-2. Essa família é constituída de proteínas com funções opostas, isto 
é, enquanto algumas possuem efeito antiapoptótico, como a Bcl-2, 
outras possuem efeito pró-apoptóticos, como a Bax (CORY; ADAMS, 
2002; ELMORE, 2007; YOULE; STRASSER, 2008; FRENZEL et al., 
2009; ROLLAND; CONRADT, 2010).  
Assim, com o objetivo de avaliar se a apoptose induzida pelos 
compostos 15, 17 e 19 envolvia as proteínas da família Bcl-2, 
analisamos o efeito dos derivados de imidas cíclicas (nas suas 
respectivas CI50 de 24 horas) sobre a expressão das proteínas 
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antiapoptótica Bcl-2e pró-apoptótica Bax,após 3, 6, 9 e 12 horas de 
incubação,com as células K562 e Jurkat,por citometria de fluxo. 
Como pode ser observado na Figura 20 (Painel A), apenas os 
compostos 15 e 17 causaram diminuição significativa da expressão da 
proteína Bcl-2 nas células K562, nos tempos de 6 e 9 horas. 
Curiosamente, após 12 horas de incubação, somente o composto 15 
manteve a expressão da Bcl-2 diminuída, o que sugere que após a 
inicialização do sinal de apoptose, as proteínas antiapoptóticas 
envolvidas são inibidas, no entanto, se o sinal de inibição não persistir, 
as mesmas voltam a ser expressas. 
Nas células Jurkat, todos os compostos estudados causaram 
diminuição significativa da expressão da proteína antiapoptótica Bcl-2 
(Figura 20, Painel B). O composto 15 diminuiu a expressão dessa 
proteína apenas após 12 horas de incubação, já com os compostos 17 e 
19, essa diminuição ocorreu após 9 e 12 horas de incubação. Esses 
resultados corroboram outros estudos, que recentemente também 
demonstraram a diminuição da proteína antiapoptótica Bcl-2 em células 
de diferentes linhagens celulares, tratadas com diferentes derivados 
imídicos (LIANG et al., 2010; LIANG et al., 2011; LI et al., 2012; XIE 




Figura 20: Efeito dos compostos derivados imidas cíclicas 15, 17 e 19 sobre a 
expressão da proteína antiapoptótica Bcl-2 nas células de leucemia mieloide 
aguda (K562) e leucemia linfoide aguda (Jurkat). 
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As células K562 (Painel A) e Jurkat (Painel B) foram incubadas na ausência, 
grupo controle (C), e na presença dos compostos 15, 17 e 19, com suas 
respectivas CI50 de 24 horas, por 3, 6, 9 e 12 horas. A determinação do índice de 
fluorescência média (IFM) para avaliação da expressão da proteína Bcl-2, em 
cada um dos tempos de incubação, foi avaliado por citometria de fluxo. Cada 
ponto representa a média ± EPM de três experimentos independentes. As 
análises foram realizadas no citômetro de fluxo BD FACSCanto
TM
 (Becton 
Dickinson Immunocytometry Systems) e avaliadas pelo do software Infinicyt 
versão 1.7. *Diferença estatisticamente significante em relação ao grupo 
controle, *p< 0,05; **p<0,01 e ***p<0,001, utilizando ANOVA one way e post 
teste t de Bonferroni. 
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 As proteínas que possuem efeito antiapoptótico, como a Bcl-
2,localizam-se principalmente na membrana mitocondrial, onde 
protegem a mitocôndria contra a permeabilização da membrana, pela 
inibição das proteínas pró-apoptóticas, como a Bax, que por sua vez é 
importante para a indução da permeabilidade da membrana mitocondrial 
pela formação de poros, e subsequente liberação de moléculas que 
induzem a apoptose (KROEMER; GALLUZZI; BRENNER, 2007; OW 
et al., 2008; SHERIDAN et al., 2008; AUTRET; MARTIN, 2009; 
TAIT; GREEN, 2010). Para avaliar essa etapa do mecanismo intrínseco 
da apoptose, verificou-se se a expressão da proteína pró-apoptótica Bax 
também estaria envolvida na apoptose causada pelos compostos 15, 17 e 
19. 
Pode-se observar na Figura 21 (Painel A) que após 12 horas de 
tratamento com os compostos (15, 17 e 19) ocorre um aumento 
significativo da expressão da proteína Bax nas células K562. Nas células 
Jurkat, os compostos derivados de imidas cíclicas alteraram a expressão 
da proteína Bax de forma diferenciada (Figura 21, Painel B). Os 
compostos 15 e 19 também causaram aumento da expressão de Bax 
apenas após 12 horas de incubação, porém o composto 17 causou 
aumento da expressão a partir de 9 horas de incubação. Esses resultados 
corroboram com outros estudos, que demonstraram o aumento da 
expressão da proteína pró-apoptótica Bax, em diferentes linhagens 
celulares tratadas com compostos imidicos (LIANG et al., 2010; LIANG 
et al., 2011; LI et al., 2012).  
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Figura 21: Efeito dos compostos derivados de imidas cíclicas 15, 17 e 19 sobre 
a expressão da proteína proapoptótica Bax nas células de leucemia mieloide 
aguda (K562) e leucemia linfoide aguda (Jurkat). 
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As células K562 (Painel A) e Jurkat (Painel B) foram incubadas na ausência, 
grupo controle (C), e na presença dos compostos 15, 17 e 19, nas suas 
respectivas CI50 de 24 horas, por 3, 6, 9 e 12 horas. A determinação do índice de 
fluorescência média (IFM) para avaliação da expressão da proteína Bax, em 
cada um dos tempos de incubação, foi realizada por citometria de fluxo. Cada 
ponto representa a média ± EPM de três experimentos independentes. As 
análises foram realizadas no citômetro de fluxo BD FACSCanto
TM
 (Becton 
Dickinson Immunocytometry Systems) e avaliadas pelo software Infinicyt 
versão 1.7. Diferença estatisticamente significante em relação ao grupo 
controle, **p<0,01 e ***p<0,001, utilizando ANOVA one way e post teste t de 
Bonferroni. 
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Alguns trabalhos relatam que a superexpressão da proteína Bcl-
2 tem mostrado ser um fator de mau prognóstico nos pacientes com LAs 
(KUSENDA, 1998; RUVOLO; DENG; MAY, 2001), e que a inversão 
da proporção Bax/Bcl-2 predispõe a célula à apoptose (CORY; 
ADAMS, 2002). Além disso, o aumento da expressão de membros pró-
apoptóticos da família Bcl-2 ou a diminuição da expressão de membros 
antiapoptóticos está associado à diminuição do potencial oncogênico e a 
maiores taxas de resposta à quimioterapia. O desequilíbrio da proporção 
de Bcl-2/Bax em favor da proteína Bax, encontrada no presente 
trabalho, também foi observada em um estudo realizado por Zhu e 
colaboradores (2007), no qual mostra o efeito do composto R16 (2-(2-
dimethylamino)-6-thia-2-aza-benzo-[def]-chrysene-1,3-diones), uma 
naftalimida análoga do amonafida, sobre diferentes linhagens celulares 
(S-180 e H22). Esses resultados novamente demonstram o envolvimento 
da via intrínseca da apoptose, na morte causada pelos compostos 15, 17 
e 19. 
 
5.8 EFEITO DOS COMPOSTOS 15, 17 e 19 SOBRE A EXPRESSÃO 
DO RECEPTOR FAS NAS CÉLULAS DE LEUCEMIA MIELOIDE 
AGUDA K562 E NAS CÉLULAS DE LEUCEMIA LINFOIDE 
AGUDA JURKAT 
A ativação da via extrínseca da apoptose está associada à 
sinalização de receptores de morte, que são membros da família TNF 
(Tumor Necrosis Factor), como visto anteriormente, um destes 
receptores é o Fas (SHEARWIN-WHYTT; KUMMAR, 1999; HAIL et 
al., 2006; ELMORE, 2007). Dessa forma, para avaliar o envolvimento 
da via extrínseca da apoptose, na morte causada pelos compostos (15, 17 
e 19), as células K562 e Jurkat foram incubadas com os compostos, na 
sua CI50 por 12 horas, e o efeito sobre a expressão do receptor Fas foi 
analisada por citometria de fluxo. Como pode ser observado na Figura 
22, houve um aumento significativo da expressão do receptor Fas, 
somente nas células Jurkat (Painel B), tratada com os compostos 15 e 
17, o que demonstra o envolvimento da via extrínseca na apoptose 
causada por esses compostos. Esses resultados sugerem que os menores 
valores de CI50 encontrados para células Jurkat (Figura 10) possam ser 
justificados, quando comparados as células K562 (Figura 9), pois a 
morte causada pelas imidas nessas   às duas vias de apoptose (intrínseca 
e  extrínseca). 
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Figura 22: Efeito dos compostos derivados de imidas cíclicas 15, 17 e 19 na 
expressão do receptor Fas nas células de leucemia mieloide aguda (K562) e 
leucemia linfoide aguda (Jurkat). 
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As células K562 (Painel A) e Jurkat (Painel B) foram incubadas na ausência, 
grupo controle (C), e na presença dos compostos15, 17 e 19, em suas 
respectivas CI50 de 24 horas, por 12 horas. A determinação do índice de 
fluorescência média (IFM) para avaliação da expressão do receptor Faz, foi 
realizada por citometria de fluxo. Cada ponto representa a média ± EPM de três 
experimentos independentes. As análises foram realizadas no citômetro de fluxo 
BD FACSCanto
TM
 (Becton Dickinson Immunocytometry Systems) e avaliadas 
pelo software Infinicyt versão 1.7. Diferença estatisticamente significante em 
relação ao grupo controle, **p<0,01 e ***p<0,001, utilizando ANOVA one way 
e post teste t de Bonferroni. 
 
 
Entretanto outras famílias de receptores ainda precisam ser 
estudados, para elucidar melhor o envolvimento da via extrínseca na 
morte causada pelos compostos. Esses resultados corroboram com 
estudos realizados por Lautrette e colaboradores (2006) e Zhu e 
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colaboradores (2007), que demonstraram em seus trabalhos o 
envolvimento do ligante Fas na apoptose causada por compostos 
imídicos, em células Jurkat e HL-60. 
 
5.9 EFEITO DOS COMPOSTOS 15, 17 e 19 SOBRE A EXPRESSÃO 
DA PROTEÍNA CASPASE NAS CÉLULAS DE LEUCEMIA 
MIELOIDE AGUDA K562 E NAS CÉLULAS DE LEUCEMIA 
LINFOIDE AGUDA JURKAT 
A via extrínseca e intrínseca da apoptose terminam em um 
ponto de execução em comum, neste ponto ocorre a ativação das 
caspases executoras (caspases-3, -6 e -7)  (ELMORE, 2007). Dessa 
forma, para avaliar se a apoptose causada pelos compostos 15, 17 e 19, 
envolve a ativação da proteína caspase-3, as células K562 e Jurkat, 
foram tratadas com os compostos (15, 17 e 19) em suas CI50 por 24 
horas e a sua expressão foi analisada por citometria de fluxo. A Figura 
23 demonstra que os compostos causaram um significativo aumento da 
expressão da proteína caspase-3, em células K562 (Painel A) e em 
células Jurkat (painel B). Pode-se observar ainda, que essa expressão foi 
maior nas células Jurkat, quando comparado com as células K562. 
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Figura 23: Efeito dos compostos derivados de imidas cíclicas 15, 17 e 
19 sobre a expressão da proteína caspase-3 ativa nas células de leucemia 
mieloide aguda (K562) e leucemia linfoide aguda (Jurkat). 
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As células K562 (Painel A) e Jurkat (Painel B) foram incubadas na ausência, 
grupo controle (C), e na presença dos compostos 15, 17 e 19, em suas 
respectivas CI50 de 24 horas, por 24 horas. A determinação do índice de 
fluorescência média (IFM) para avaliação da expressão da proteína caspase-3, 
foi realizada por citometria de fluxo. Cada ponto representa a média ± EPM de 
três experimentos independentes. As análises foram realizadas no citômetro de 
fluxo BD FACSCanto
TM
 (Becton Dickinson Immunocytometry Systems) e 
avaliadas pelo software Infinicyt versão 1.7. Diferença estatisticamente 
significante em relação ao grupo controle, **p<0,01 e ***p<0,001, utilizando 
ANOVA one way e post teste t de Bonferroni. 
 
 
Outros estudos corroboram com esses resultados, os quais 
evidenciam o aumento das caspases em diversas linhagens celulares 
tratadas com derivados imídicos. Por exemplo, Zhu e colaboradores 
(2007) demonstraram que a apoptose causada pela naftalimida (2-(2-
dimethylamino)-6-thia-2-aza-benzo-[def]-chrysene-1,3-diones) em 
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células HL-60 envolve a ativação das caspase -3 e -9, e Mukherjee e 
colaboradores (2010) mostraram que a imida (6-Nitro-2-(3-
hydroxypropyl)-1H-benz[de]isoquinoline-1,3-dione) causa morte celular 
por apoptose com o aumento da atividade das caspases -3 e -6 em 
células MOLT-4. Além desses, outros trabalhos demonstram que 
apoptose causada por compostos imídicos envolve o aumento da 
atividade da caspase-3 em células leucêmicas (TUMIATTI et al., 2009; 
LIANG et al., 2010, LI et al., 2012) e o aumento das caspases -3, -8 e -9, 
em diferentes linhagens celulares (Xie et al., 2011a, 2011b e 2012) 
 
 
5.10 EFEITO DOS COMPOSTOS 15, 17 e 19 SOBRE A EXPRESSÃO 
DA PROTEÍNA SURVIVINA NAS CÉLULAS DE LEUCEMIA 
MIELOIDE AGUDA K562 E NAS CÉLULAS DE LEUCEMIA 
LINFOIDE AGUDA JURKAT 
A apoptose também pode estar relacionada à diminuição da 
expressão de proteínas que inibam a cascata das caspases, como, por 
exemplo, as IAPs, como já citado anteriormente. O principal membro 
dessa família é a survivina, cuja expressão costuma estar aumentada em 
células tumorais. De acordo com a literatura, a diminuição da expressão 
dessa proteína está relacionada à indução da célula tumoral à apoptose e 
à uma melhor resposta ao tratamento (HARIKUMAR et al., 2009). 
Alguns trabalhos relatam que sua superexpressão está relacionada a um 
prognóstico desfavorável, com a diminuição de sobrevida em pacientes 
com câncer (ZAFFARONI; PENNATI; DAIDONE, 2005, 
NAKAYAMA; KAMIHIRA, 2002; FULDA, 2009), e com o 
desenvolvimento de resistência a quimioterápicos (ALTIERI, 2001; 
WRZESIEN-KUS et al., 2004; ZAFFARONI; PENNATI; DAIDONE, 
2005), representeando assim, um alvo para o tratamento do câncer. 
Nessa perspectiva, investigamos se alterações na expressão dessa 
proteína estão relacionadas ao mecanismo de ação citotóxico dos 
compostos 15, 17 e 19. 
Os compostos 15, 17 e 19 (nas suas respectivas CI50 de 24 h) 
foram incubados por 24 horas com as células, K562 e Jurkat, e a 




Figura 24: Efeito dos derivados de imidas 15, 17 e 19 sobre a expressão da 
proteína antiapoptótica survivina nas células de leucemia mieloide aguda 
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Painéis A: Células não tratadas (grupo controle); Painéis B: composto 15; 
Painéis C: composto 17; Painéis D: composto 19. Painel H: Os resultados 
representam a média + SEM de três experimentos independente. As células 
K562 e Jurkat foram incubadas por 24 horas na ausência (grupo controle) e na 
presença dos compostos 15, 17 e 19, nas suas respectivas CI50 de 24 horas. A 
detecção da proteína survivina foi realizada por imunocitoquímica, utilizando o 
método estreptoavidina-biotina-peroxidase. O resultado positivo foi revelado 
pelo aparecimento de coloração castanha citoplasmática no local da marcação 
pelo anticorpo anti-survivina. As fotografias das lâminas foram realizadas no 
microscópio ótico NIKON ECLIPSE 50i, em aumento de 400X, com a câmera 
NIKON DIGITAL SIGHT DS-5M e o programa NIS ELEMENTS F, 
VERSION 2.10. A analise foi realizada através software ImageJ, diferença 
estatisticamente significante em relação ao grupo controle, 
***p<0,001,utilizando ANOVA one way e post teste t de Bonferroni. A barra 
representa 20 µm. 
 
 
De acordo com a Figura 24, as células K562 e Jurkat, 
apresentam expressão da proteína survivina de forma constitutiva, a qual 
pode ser evidenciada pela coloração acastanhada no citoplasma. 
Entretanto, após o tratamento das células K562 e Jurkat com os 
compostos (15, 17 e 19), mesmo apresentando um menor número de 
células devido à morte celular causada pelos compostos, pode-se 
observar uma diminuição da expressão dessa proteína no citoplasma. 
Esses resultados sugerem que a inibição da expressão da proteína 
antiapoptótica survivina fragiliza as células K562 e Jurkat aos efeito 
citotóxicos dos compostos 15, 17 e 19, e corroboram com o estudo 
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realizado por Ghosh e Altieri (2005), que evidenciaram a diminuição da 




5.11 EFEITO DOS COMPOSTOS 15, 17 e 19 SOBRE A EXPRESSÃO 
DA PROTEÍNA P53 NAS CÉLULAS DE LEUCEMIA MIELOIDE 
AGUDA K562 E NAS CÉLULAS DE LEUCEMIA LINFOIDE 
AGUDA JURKAT 
Outra proteína relacionada com o processo apoptótico é a p53, 
essa proteína ativa a transcrição de genes de reparo ao DNA com o 
objetivo de impedir a propagação do erro genético para as células filhas. 
Se o reparo ao DNA não for efetuado de forma satisfatória, a p53 
dispara o mecanismo de apoptose pela ativação do gene Bax, cuja 
proteína inibe a ação antiapoptótica da proteína Bcl-2 (KASTAN; 
BARTEK, 2004; GHOBRIAL et al., 2005; HUNTER; LACASSE; 
KORNELUK, 2007; GU; ZHU, 2012). 
 Nessa perspectiva, para verificar o envolvimento da proteína 
p53 no processo de apoptose causado pelos compostos 15, 17 e 19 as 
células K562 e Jurkat foram incubadas, 12 horas, com esses compostos, 
em suas respectivas CI50 de 24 h, e sua expressão foi avaliada por 
citometria de fluxo.  
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Figura 25: Efeito dos compostos derivados de imidas cíclicas 15, 17 e 
19 sobre a expressão da proteína p53 nas células de leucemia mieloide 
aguda (K562) e leucemia linfoide aguda (Jurkat). 
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As células K562 (Painel A) e Jurkat (Painel B) foram incubadas na ausência, 
grupo controle (C), e na presença dos compostos 15, 17 e 19, em suas 
respectivas CI50 de 24 h, por 12 horas. A determinação do índice de 
fluorescência média (IFM) para avaliação da expressão da proteína p53, em 
cada um dos tempos de incubação, foi realizada por citometria de fluxo. Cada 
ponto representa a média ± EPM de dois experimentos independentes. As 
análises foram realizadas no citômetro de fluxo BD FACSCanto
TM
 (Becton 
Dickinson Immunocytometry Systems) e avaliadas pelo software Infinicyt 
versão 1.7. Diferença estatisticamente significante em relação ao grupo 




Como podem ser observados naFigura 25, todos os compostos 
aumentaram a expressão da proteína p53, o que demonstra o 
envolvimento dessa proteína na morte causada pelos compostos. Esses 
resultados corroboram com outros estudos, que também demonstraram o 
aumento da expressão da proteína p53, em diversas linhagens celulares, 
tratadas com compostos imídicos (GHOSH; ALTIERI, 2005; TUMIATI 
et al., 2009; LIANG et al., 2011; XIE et al., 2012). 
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5.12 EFEITO DOS COMPOSTOS 15, 17 e 19 SOBRE A EXPRESSÃO 
DA PROTEÍNA KI67 NAS CÉLULAS DE LEUCEMIA MIELOIDE 
AGUDA K562 E NAS CÉLULAS DE LEUCEMIA LINFOIDE 
AGUDA JURKAT 
A proliferação celular descontrolada é considerada um dos 
principais mecanismos biológicos envolvidos na oncogênese. A proteína 
nuclear Ki67 está presente em todas as células em proliferação, tanto as 
normais quanto tumorais, por isso, é considerada como um marcador de 
proliferação celular (SCHOLZEN; GERDES, 2000). Além disso, 
também é considerada como um marcador de diagnóstico e prognóstico 
em diversos tipos de neoplasias (LO et al., 2011). 
Nessa perspectiva, considerando-se a importância da proteína 
Ki67 na proliferação celular, o efeito dos compostos 15, 17 e 19, nas 
suas respectivas CI50 de 24 horas, sobre a expressão da proteína Ki67 foi 
avaliado por imunocitoquímica, após incubação por 24 horas com as 




Figura 26: Efeito dos derivados de imidas 15, 17 e 19 sobre a expressão da 
proteína Ki67 nas células de leucemia mieloide aguda (K562) e leucemia 
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Painéis A: Células não tratadas (grupo controle); Painéis B: composto 15; 
Painéis C: composto 17; Painéis D: composto 19. Painel H: Os resultados 
representam a média + SEM de três experimentos independente. As células 
K562 e Jurkat foram incubadas por 24 horas na ausência (grupo controle) e na 
presença das imidas 15, 17 e 19, nas suas respectivas CI50 de 24 horas. A 
detecção da proteína Ki67 foi realizada por imunocitoquímica, utilizando o 
método estreptoavidina-biotina-peroxidase. O resultado positivo foi revelado 
pelo aparecimento de coloração castanha nuclear no local da marcação pelo 
anticorpo anti-Ki67. As fotografias das lâminas foram realizadas no 
microscópio ótico NIKON ECLIPSE 50i, em aumento de 400X, com a câmera 
NIKON DIGITAL SIGHT DS-5M e o programa NIS ELEMENTS F, 
VERSION 2.10. A analise foi realizada através software ImageJ, diferença 
estatisticamente significante em relação ao grupo controle, 
***p<0,001,utilizando ANOVA one way e post teste t de Bonferroni. A barra 
representa 20 µm. 
 
 
De acordo com a Figura 26, mesmo apresentando um menor 
número de células devido à morte celular causada pelos compostos (15, 
17 e 19), as células K562 e Jurkat tratadas com os compostos por 24 
horas apresentaram diminuição evidente da expressão da proteína 
nuclear KI-67, a qual pode ser evidenciada pela coloração nuclear 
acastanhada. Até o presente momento, não foram encontrados estudos 
relacionando o efeito de imidas na expressão dessa proteína. 
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Em conjunto, os resultados aqui expostos, sugerem que os 
compostos 15, 16, 17, 18, 19 e 20 causaram morte das células K562 e 
Jurkat por apoptose. Causam diminuição da expressão da proteína Ki67, 
a qual interfere na divisão e proliferação das células leucêmicas, o que 
resulta no bloqueio do ciclo celular. Esses sinais celulares intrínsecos 
desencadearam a apoptose via mitocondrial com diminuição do 
potencial mitocondrial, desequilíbrio da proporção de Bcl-2/Bax em 
favor da proteína Bax, e liberação do citocromo c, o que culminou na 
ativação da caspase -3, a qual é a proteína executora da apoptose. Seu 
efeito sobre as células pode ser evidenciado pelo aumento da 
externalização da fosfatidilserina, fragmentação nuclear e alterações 
morfológicas características. Além disso, os compostos causaram 
liberação do AIF, diminuição da expressão da proteína antiapoptótica 
survivina e da p53, o que ampliou o efeito pró-apoptótico. Ainda, nas 
células Jurkat, os compostos 15 e 17, também ativaram a apoptose pela 
via extrínseca, evidenciado pelo aumento da expressão do receptor Fas. 
Esses resultados sugerem que os compostos 15, 16, 17, 18, 19 e 20 são 
citotóxicos para células leucêmicas epromissores para o 
desenvolvimento de novos fármacos antileucêmicos, porém estudos in 
vivo serão necessários. 
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CAPÍTULO 6: RESULTADOS E DISCUSSÃO – MECANISMOS 
DE RESISTÊNCIA TUMORAL EM CÉLULAS DE LEUCEMIA 
MIELOIDE AGUDA (K562) E EM CÉLULAS DE LEUCEMIA 
LINFOIDE AGUDA (JURKAT) 
Como descrito anteriormente, a resistência à quimioterapia é 
um dos maiores obstáculos no tratamento das leucemias, pois está 
associada à ausência de remissão completa e à ocorrência de recidivas 
em portadores de LA (STEINBACH, LEGRAND, 2007).  Estudos 
demonstraram que a resistência ao tratamento quimioterápico é 
conferida por dois diferentes mecanismos: MDR e recrudescimento 
leucêmico (HERR; DEBATIN, 2001; ELSAYED; ISMAIL; MONEER, 
2011). A MDR frequentemente resulta da superexpressão de duas 
famílias de proteínas de membrana, a superfamília das proteínas ABC-
transportadoras e a família das proteínas MVP (BORST et al., 2000; 
VAN DEN HEUVEL-EIBRINK et al., 2007; RODRIGUES et al., 
2012). Essas proteínas são capazes de transportar fármacos para fora das 
células ou para longe de seus alvos, o que leva à diminuição das 
concentrações intracelulares de quimioterápicos (LUQMANI, 2005; 
LAGE, 2008). Além dessas proteínas, outros mecanismos podem estar 
envolvidos na MDR, como alterações nas vias que regulam a apoptose, 
a superexpressão de gama-glutamiltranspeptidase (γ-GT) e o aumento da 
concentração de glutationa reduzida (GSH) (RODRIGUES et al., 2012). 
 
6.1 EFEITO DOS COMPOSTOS 15, 17 E 19 SOBRE A 
TRANSCRIÇÃO DO GENE E A EXPRESSÃO DA PROTEÍNA DE 
RESISTÊNCIA A MÚLTIPLOS FÁRMACOS abcc1/ABCC1 EM 
CÉLULAS DE LINHAGEM DE LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA 
HUMANA K562 E DE LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA HUMANA 
JURKAT 
 Como citado previamente, a ABCC1 é uma proteína da 
superfamília ABC-transportadoras, que encontra-se amplamente 
distribuída em diferentes tecidos (LESLIE, DEELEY, COLE, 2005; 
COLE, DEELEY, 2006; DEELEY, WESTLAKE, COLE 2006; 
RODRIGUES et al., 2012). Por ser capaz de transportar um amplo 
espectro de substratos aniônicos hidrofóbicos através da membrana 
celular, entre eles, o leucotrieno C4, a glutationa oxidada (GSSG) e a 
GSH; a ABCC1 tem sido associada ao fenômeno MDR(LOE, DEELEY, 
COLE, 1996; VAN DER DEEN et al.; 2005). O mecanismo de ação 
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mais aceito para explicar a resistência conferida pela ABCC1 é pela 
formação de complexos da GSH com agentes quimioterápicos, o que 
possibilita a extrusão desses compostos pela ABCC1 para fora da célula 
ou para dentro de vesículas citoplasmáticas (ZAMAN et al., 1995; 
BORST et al.; 2006; COLE, DEELEY, 2006). 
 Nesta perspectiva, e com o objetivo de avaliar se a apoptose 
causa pelos compostos 15, 17 e 19 envolveria alterações na transcrição 
ou na expressão da proteína de resistência ABCC1, avaliou-se o efeito 
dos compostos (15, 17 e 19) sobre a transcrição do gene abcc1 a 
expressão da proteína ABCC1 em células K562 e Jurkat . 
Como pode ser observado, no grupo controle (Figura 27, Painel 
A), as células K562 apresentaram expressão constitutiva de abcc1, a 
qual foi inibida após 6 h de tratamento com os compostos 15, 17 e 19. Já 
nas células Jurkat, a expressão constitutiva da abcc1, foi inibida 




Figura 27: Efeito dos compostos derivados de imidas cíclicas 15, 17 e 19 na 
transcrição do gene abcc1 nas células de leucemia mieloide aguda (K562) e 
leucemia linfoide aguda (Jurkat). 
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As células K562 (Painel A) e Jurkat (Painel B) foram incubadas com os 
compostos 15, 17 e 19, em suas respectivas CI50 de 24 horas, por 6 horas. O 
grupo controle representa as células sem tratamento. Após 6 horas, as células 
foram lisadas, o RNA total extraído e a reação de RT-PCR realizada. A 
transcrição dos genes abcc1 e gapdh foram analisadas por eletroforese em gel 
de agarose, corado com brometo de etídio. Cada resultado representa a média ± 
EPM de três experimentos independentes. Diferença estatisticamente 
significante em relação ao grupo controle, *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001, 
utilizando ANOVA one way e post teste t de Bonferroni. 
 
A Figura 28 mostra a expressão da proteína ABCC1 nas células 
K562 (Painel A) e Jurkat (Painel B) após 24 h de incubação com os 
compostos 15, 17 e 19. Como pode ser observado, quando comparados 
com o grupo controle, os compostos não causaram alterações 
significativas na expressão da proteína ABCC1. 
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Figura 28: Efeito dos compostos derivados de imidas cíclicas 15, 17 e 19 na 
expressão da proteína ABCC1 nas células de leucemia mieloide aguda (K562) e 
leucemia linfoide aguda (Jurkat). 
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As células K562 (Painel A) e Jurkat (Painel B) foram incubadas com os 
compostos 15, 17 e 19, em suas respectivas CI50 de 24 h, por 24 h. O grupo 
controle representa as células sem tratamento. A determinação do índice de 
fluorescência média (IFM) para avaliação da expressão da proteína ABCC1 foi 
realizada por citometria de fluxo. Cada resultado representa a média ± EPM de 
três experimentos independentes. As análises foram realizadas no citômetro de 
fluxo BD FACSCanto
TM
 (Becton Dickinson Immunocytometry Systems) e 
avaliadas pelo software Infinicyt versão 1.6. Diferença estatisticamente 
significante em relação ao grupo controle, *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001, 
utilizando ANOVA one way e post teste t de Bonferroni. 
 
 Como pode ser observado nas Figuras 27 e 28, houve 
divergência entre os resultados da transcrição do gene e da expressão da 
proteína. Essa divergência, possivelmente, ocorreu devido ao curto 
tempo de incubação no ensaio de avaliação da expressão fenotípica de 
ABCC1. Como observado na Figura 27, as células K562 e Jurkat 
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apresentam expressão constitutiva de ABCC1, provavelmente com o 
tempo de meia-vida superior a 24 h. Por isso, mesmo que a síntese das 
proteínas tenha sido diminuída, a sua concentração não se apresenta 
significativamente reduzida, pois a incubação com os compostos foi de 
apenas 24 h. Dessa forma, seriam necessários novos ensaios com 
tempos de incubação superiores a 24 h para avaliar se a expressão 
fenotípica de ABCC1 será afetada pela diminuição da transcrição gênica 
gerada pelos compostos estudados. 
Na literatura, não foram encontrados estudos que correlacionem 
o efeito de imidas na transcrição do gene abcc1 e/ou na expressão de 
ABCC1. No entanto, um estudo, realizado por Uršiča e colaboradores 
(2009) demonstrou que o transporte de maleimida para fora das células, 
pelas proteínas ABCC1, ocorre por meio de conjugação com a GSH. 
Embora este estudo não possa ser correlacionado com os resultados 
encontrados no presente trabalho, ele corrobora com o mecanismo de 
ação mais aceito para explicar o efluxo causado por essa proteína. 
 
6.2 EFEITO DOS COMPOSTOS 15, 17 E 19 SOBRE A EXPRESSÃO 
DA PROTEÍNA DE RESISTÊNCIA A MÚLTIPLOS FÁRMACOS 
LRP EM CÉLULAS DE LINHAGEM DE LEUCEMIA MIELOIDE 
AGUDA HUMANA (K562) E DE LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA 
HUMANA (JURKAT) 
 Como já mencionado, o mecanismo de ação da LRP no fenótipo 
MDR ainda não está completamente compreendido (SCHEPER et al., 
1993; SCHEFFER et al., 1995). Devido a sua localização nas 
membranas citoplasmática, vesicular e nuclear, um dos mecanismos de 
ação proposto para estas proteínas é que elas transportem agentes 
quimioterápicos através dessas membranas e afastem os fármacos de 
seus sítios de ação (SWERTS et al., 2008).  
Nesse contexto, e com o objetivo de avaliar se os compostos 15, 
17 e 19, alterariam a expressão da proteína de resistência LRP, as 
células K562 e Jurkat foram incubadas com os compostos (15, 17 e 19) 
e a expressão fenotípica de LRP foi avaliada. 
Como pode ser observado na Figura 29, as células K562 (Painel 
A) incubadas com os compostos 15, 17 e 19, por 24 h apresentaram 
diminuição significativa na expressão de LRP, quando comparadas com 
o grupo controle (sem tratamento). Já nas células Jurkat (Painel B), essa 
diminuição ocorreu somente quando as células foram tratadas com o 
composto 17. No entanto, a discussão mais abrangente desses resultados 
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ficou prejudicada, pois não foram encontrados estudos que 
correlacionem a expressão da proteína LRP com compostos imídicos. 
 
Figura 29: Efeito dos compostos derivados de imidas cíclicas 15, 17 e 19 na 
expressão da proteína LRP nas células de leucemia mieloide aguda (K562) e 
leucemia linfoide aguda (Jurkat). 
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As células K562 (Painel A) e Jurkat (Painel B) foram incubadas com os 
compostos 15, 17 e 19, em suas respectivas CI50 de 24 h, por 24 horas. O grupo 
controle representa as células sem tratamento. A determinação do índice de 
fluorescência média (IFM) para avaliação da expressão da proteína LRP, em 
cada um dos tempos de incubação, foi realizada por citometria de fluxo. Cada 
resultado representa a média ± EPM de três experimentos independentes. As 
análises foram realizadas no citômetro de fluxo BD FACSCanto
TM
 (Becton 
Dickinson Immunocytometry Systems) e avaliadas pelo software Infinicyt 
versão 1.6. Diferença estatisticamente significante em relação ao grupo 





Considerando que a expressão das proteínas ABCC1 e LRP, 
está associada à diminuição da concentração citoplasmática dos 
quimioterápicos e, consequentemente, a uma pior resposta ao tratamento 
(STEINBACH, LEGRAND, 2007), os resultados aqui expostos são 
particularmente interessantes, pois demonstram que os compostos (15, 
17 e 19) causam apoptose sem estimular o aumento da expressão das 
proteínas de resistência ABCC1 e LRP, sendo que em algumas 
situações, a transcrição dos genes responsáveis pela síntese dessas 
proteínas foi até diminuída. 
Como anteriormente mencionada, outro mecanismo envolvido 
no fenômeno MDR é a alteração da regulação do processo de apoptose. 
Quando os mecanismos que regulam a apoptose são alterados em favor 
da sobrevivência das células, eles contribuem para o desenvolvimento e 
a persistência do câncer, consequentemente com o fenômeno MDR 
(LODISH et al., 2000; REED, 2000; LUQMANI, 2005, RODRIGUES 
et al., 2012). 
 Nesse contexto, pode-se citar a Bcl-2 e a survivina, duas 
proteínas envolvidas na regulação da apoptose, cuja superexpressão 
contribui para o fenômeno MDR. Essas proteínas pertencem a diferentes 
famílias e atuam em etapas distintas da apoptose, no entanto, ambas são 
capazes de inibir a apoptose. Dessa forma, o aumento da sua expressão 
propicia além do desenvolvimento tumoral, a resistência ao tratamento 
quimioterápico, e, consequentemente, a persistência da neoplasia 
(SUAREZ et al.; 2001; KUMAR et al.; 2004; FULDA 2008; LACASSE 
et al.; 2008; RED, 2008; YIP, 2008; FULDA, 2009; RODRIGUES et 
al., 2012). 
 No capítulo 5, foi demonstrado que a incubação das células  
K562 e Jurkat com os compostos 15, 17 e 19 causou diminuição 
significante da expressão de Bcl-2 e survivina (Figura 20 e 24, 
respectivamente). A diminuição da expressão dessas proteínas induzida 
pelos compostos propicia não só a indução da apoptose, mas também 
uma forma de inibir a resistência à quimioterapia em algumas células 
tumorais que apresentam superexpressão dessas proteínas.  
A compilação dessas evidências nos permite demonstrar que os 
compostos 15, 17 e 19 além de induzir a apoptose, inibem os 
mecanismos de resistência à quimioterapia nas células leucêmicas pela 
da redução da transcrição do gene abcc1 e da diminuição da expressão 
de LRP, Bcl-2 e survivina. Apesar de todas estas proteínas estarem 
envolvidas no fenômeno MDR, é importante ressaltar que este é um 
fenômeno multifatorial e que diferentes células leucêmicas podem 
apresentar distintos mecanismos de resistência (RODRIGUES et al., 
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2012), ressaltando desta forma que mais estudos ainda precisam ser 
realizados. Os resultados expostos no presente trabalho sugerem 







CAPÍTULO 7: CONCLUSÕES 
Os resultados do presente estudo permitem concluir que:  
1. O composto derivado de imida cíclica 2 apresentou efeito citotóxico 
estatisticamente significativo contra as células de melanoma murino 
B16F10. 
2. O composto 2 reduziu a viabilidade celular das células B16F10 de 
maneira concentração e tempo dependente. 
3. O composto 2 causou um bloqueio das fases S e G2/M do ciclo 
celular, nas células B16F10. Além disso, causou aumento na proporção 
de células B16F10 na fase Sub G0/G1. 
4. O composto 2 causou morte celular por meio da indução da apoptose, 
nas células B16F10. 
5. Os compostos derivados de imidas cíclicas 2 e 15 apresentaram efeito 
citotóxico estatisticamente significativo contra as células de linhagem de 
leucemia mieloide aguda humanas (K562). 
6. Os compostos 15, 16, 17, 18, 19 e 20 causaram redução da 
viabilidade celular das células humanas de leucemia mieloide aguda 
(K562) e das células humanas de leucemia linfoide aguda (Jurkat) de 
maneira da concentração e tempo dependente.  
7. Os compostos 15, 16, 17, 18, 19 e 20 causam uma baixa 
citotoxicidade para mononucleares de indivíduos saudáveis. 
8. Os compostos 15, 16, 17, 18, 19 e 20 causaram bloqueio na fase S do 
ciclo celular nas células Jurkat e na fase sub-G0/G1, do ciclo celular nas 
células K562 e Jurkat.  
9. Os compostos 15, 16, 17, 18, 19 e 20 causam morte celular por meio 
da indução da apoptose, nas células K562 e Jurkat.  
10. A apoptose induzida pelos compostos 15, 17 e 19 envolve a ativação 
da via intrínseca, evidenciada pela diminuição do potencial 
mitocondrial, aumento da proteína AIF, diminuição da expressão da 
proteína antiapoptótica Bcl-2 e aumento da expressão da proteína pró-
apoptótica Bax, nas células K562 e Jurkat.  
11. A apoptose induzida pelos compostos 15 e 17, em células Jurkat, 
também envolve a ativação da via extrínseca, que foi evidenciado pelo 
aumento da expressão do receptor Fas.  
12. A apoptose induzida pelos compostos 15, 17 e 19 envolve ainda o 
aumento da expressão das proteínas caspase-3 ativa e p53, a diminuição 
da expressão da proteína antiapoptótica survivina e da expressão da 
proteína Ki67, nas células K562 e Jurkat. 
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13. Além dos efeitos nos mecanismos de apoptose, os compostos 15, 17 
e 19 causaram diminuição da expressão constitutiva do gene abcc1 e da 
proteína LRP nas células K562 e Jurkat. 
Finalmente, como pode ser observado no Esquema 11, a 
compilação dos resultados obtidos nos permite sugerir que apoptose 
induzida pelos compostos 15, 17 e 19, em células K562 e Jurkat, 
envolve a ativação da via intrínseca, a qual foi evidenciada pela 
diminuição do potencial mitocondrial e da expressão da proteína Bcl-2 e 
pelo aumento da expressão das proteínas AIF e Bax. Além disso, nas 
células Jurkat, também houve ativação da via extrínseca, que foi 
evidenciada pelo aumento da expressão do receptor Fas. Os compostos 
15, 17 e 19 provocaram aumento da expressão da caspase-3 ativa e da 
proteína p53, e a diminuição da expressão das proteínas survivina e 
Ki67. Também inibiram os mecanismos de resistência à quimioterapia 
nas células de linhagem de LMA (K562) e de LLA (Jurkat), que foi 
envidenciado pela redução da transcrição do gene abcc1 e pela 
diminuição da expressão de LRP, Bcl-2 e survivina. 
 
Esquema 11: Esquema ilustrativo do mecanismo geral de ação das imidas 




1. Investigar o efeito, dos compostos derivados de imidas cíclicas 15, 17 
e 19, na expressão do gene lrp nas células de linhagem de leucemia 
linfoblástica aguda (Jurkat) e de leucemia mielóide aguda (K562) de 
origem humana;  
2. Investigar o efeito, dos compostos derivados de imidas cíclicas 15, 17 
e 19, no fenótipo das proteínas de resistência a múltiplas drogas ABCC1 
e LRP, em diferentes tempos, nas células de linhagem de leucemia 
linfoblástica aguda (Jurkat) e de leucemia mielóide aguda (K562) de 
origem humana;  
3. Investigar o efeito, dos compostos derivados de imidas cíclicas 15, 17 
e 19, na atividade das proteínas de resistência a múltiplas drogas 
ABCC1 e LRP nas células de linhagem de leucemia linfoblástica aguda 
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